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Abstrakt

AA amyloidoza je klinicky vyznamnou skupinou nemoci vznikajicich v disledku trvale
zvysené systémové koncentrace, postupného hromadéni a abnormalni agregace jednoho
z nejhojnéjSich sérovych proteinti akutni faze — sérového amyloidu A (SAA) v fad¢ organa a
tkani lidského téla.

K trvale zvysené systémové koncentraci SAA dochdzi v disledku chronicky
probihajicich infek¢nich a zéanétlivych onemocnéni. Zvlastni skupinu ptedstavuji dédi¢né
podminéné AA amyloidozy, které jsou zplisobeny mutacemi genii kodujicich nékteré
z komponent imunitniho systému. V fadé dédicné podminénych piipadl zlstava pficina AA
amyloid6zy neznama.

V této préci je popsana rodina s autozomalné¢ dominantné dédi¢nou AA amyloidozou,
u které byla u pacientli pomoci celogenomového sekvenovéni a cilen¢ho genotypovani nalezena
mutace chrl1:18287683 T>C (Hgl9) v promotorové oblasti S441, ktera je ve vazbé
s rizikovym amyloidogennim haplotypem SAA4/.1. Funkéni analyza prokazala, ze nalezena
mutace zvysuje transkripci SA47 a vede u pacientil k trvale zvySené sérové koncentraci SAA
a preferencni agregaci SAA1.1 v amyloidovych depozitech.

Tato prace dokumentuje prvni piipad idiopatické AA amyloiddzy u ¢loveka zptisobené mutaci
v promotoru SAA41. Znalost mechanismu vzniku nemoci mize byt v budoucnu indikaci pro
zahdjeni cilené 1écby. Mutace v promotoru SA4/ by mély byt zvaZzovany u vSech ptipadi
idiopatickych forem AA amyloidozy, u kterych neni jasné pfitomna imunitni ani zanétliva

slozka nemoci.

Kli¢ova slova:

sérovy amyloid A (SAA), amyloidoza, genetické pfi¢iny, genomové sekvenovani, genetické

mapovani, mutace, funk¢ni charakterizace



Abstract

AA amyloidosis is clinically significant disease associated with permanently increased
systemic concentration, accumulation, and abnormal segregation of one of the most common
acute phase proteins — serum amyloid A (SAA) in various organs and tissues of the human

body.

Permanently increased systemic concentrations of SAA occur due to chronic infections
and inflammations. A specific group represent inherited AA amyloidosis that are caused by
mutations in genes encoding some of the components of the immune system. However, in many

inherited cases the cause of AA amyloidosis remains unknown.

This work describes a family with autosomal dominant AA amyloidosis in which
whole-genome sequencing and targeted genotyping identified disease causing mutation in
promoter region of SAA4 1. This mutation chr11:18287683 T>C (Hg19) is linked to the high-risk
amyloidogenic haplotype SAA4/.I. Functional analysis demonstrated that the mutation
increases SAAI transcription and leads to persistently elevated serum SAA concentrations and

preferential aggregation of SAA1.1 in amyloid deposits in patients.

This work documents the first case of idiopathic AA amyloidosis in humans caused by
mutation in the promoter region of SA4/ gene. Knowledge of the mechanism of the disease
may be an indication for targeted treatment in the future. Mutations in the SA4/ promoter
should be considered in all cases of idiopathic forms of AA amyloidosis in which neither the

immune nor the inflammatory component of the disease are clearly present.
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i. Seznam zkratek

AA

AB
AEF
AL

AP

Apo
ATTR
anti-1L6
CNS
CRP
DNA
ELISA
FAP
FMF
gnomAD
HDL
Hgl19

IGV
IL
IL-1
IL-6
ISA
LPS
MS
MT
NF«p

NGS
OMIM
PCR
RLU

amyloid associated, s amyloidy spojeny

protein amyloid beta

amyloid enhancing factor, faktor urychlujici vznik amyloidt
amyloiddza na bazi lehkych imunoglobulinovych fetézci
amyloidova P komponenta

Apolipoprotein

amyloidoza na bazi transthyretinu

anti-interleukin 6

centralni nervova soustava

C-reaktivni protein akutni faze

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, metoda

Familiarni amyloidni polyneuropatie

Familial Mediterranean Fever, Familiarni sttedomorska horecka
online databaze ,,The Genome Aggregation Database*
high-density lipoprotein, vysokodenzitni lipoprotein

Human genome 19 (Genome Reference Consortium Human Build 37
(GRCh37), verze referenéniho genomu

Integrated Genome Viewer

Interleukin

Interleukin 1

Interleukin 6

International Society of Amyloidosis, Mezinarodni spole¢nost pro amyloidozu
lipopolysacharide, lipopolysacharid

mass spectrometry, metoda hmotnostni spektrometrie

mutantni typ

nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells, nuklearni faktor
kappa B

Next Generation Sequencing, sekvenovani nové generace
online databaze ,,Online Mendelian Inheritance in Man*
polymerase chain reaction, polymerazova fetézcova reakce

relative light unit, relativni svételna jednotka
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RNA ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

SAA sérovy amyloid A

SAAI gen pro SAA

SAP sérovy amyloid P

TNF-a tumor necrosis factor a, faktor nadorové nekrozy o

TNFR receptor pro tumor necrosis factor

TRAPS tumor necrosis factor-associated periodic syndrome, periodické syndromy
spojené s TNF

TTR transthyretin

WGS Whole Genome Sequencing, celogenomové sekvenovani

WT ,»wild-type®, divoky typ
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1. Uvod

Poruchy imunitniho sytému jsou primarni pfi¢inou nebo moduluji prabéh Sirokého
spektra nemoci. Jednim z pfipadi poruch imunitniho systému s orgdnové specifickymi ¢i
systétmovymi dopady jsou amyloidézy. Amyloidoza je klinické oznaceni pro skupinu nemoci,
které vznikaji v disledku postupného hromadéni a abnormalni agregaci ptivodné rozpustnych
proteinli, tzv. amyloidii v fad¢ organti a tkani lidského t¢la. Hromadéni amyloidu vede
k poskozeni funkce postizenych tkani a organi, jejich funkénimu selhani a smrti. V soucasnosti
je znamo vice nez 35 proteini amyloidogenni povahy. Amyloid6za kazdoro¢né€ postihuje 5 az
13 pacientli z 1 milionu obyvatel.

Jednou z klinicky vyznamnych skupin amyloidéz je AA amyloidéza. Za tohoto stavu je
patologicky amyloid — amyloid A — tvofen z jednoho z nejhojnéjsSich sérovych proteint akutni
faze — sérového amyloidu A (SAA). Riziko vzniku AA amyloiddzy je spojeno s trvale zvySenou
systémovou koncentraci SAA, ke které dochézi v diisledku chronicky probihajicich infekénich,
zanétlivych, hematologickych a nddorovych onemocnéni. V soucasnosti je definovano témét

50 skupin nemoci spojenych s rizikem rozvoje AA amyloiddzy.

Zvlastni skupinu piedstavuji dédi€né podminéné AA amyloiddzy. Ty jsou asociovany
s fadou periodickych hore¢natych syndromti zpisobenych dominantnimi nebo recesivnimi
mutacemi genl kddujicich nekteré z komponent imunitniho systému. NejzndméjSimi jsou
pfipady familiarnich periodickych horecek spojenych s mutacemi receptoru pro tumor
nekrotizujici faktor, pyrin a mevalonat kinazu. V fad€¢ dédi¢né¢ podminénych piipadi vSak

zustava pri¢ina AA amyloidézy neznama.

Laboratof pro studium vzacnych nemoci pfi Klinice pediatrie a dédi¢nych poruch
metabolismu 1. 1ékafské fakulty Univerzity Karlovy je zaméfena na hledani genetickych,
molekularné biologickych a bunééné patologickych pficin vzacnych nemoci v Sirokém spektru
klinickych obort. Ve své ¢innosti laboratof vychézi z té€sné spoluprace s klinickymi partnery a
z dlouholeté expertizy v analyze nukleovych kyselin, proteini, metaboliti a aplikaci
molekuldrn€¢ biologickych a bunééné patologickych metod umoziujicich studovat

patofyziologické dopady kauzélnich genetickych mutaci.

V roce 2018 byl v laboratofi zah4jen program zamé&feny na hledani genetickych pficin
nemoci s negativnimi vysledky genetického testovani. Tento program je od roku 2019
podporovan grantem Agentury pro zdravotnicky vyzkum Ministerstva zdravotnictvi Ceské

republiky.



Jednim z piipadl, ktery je vtomto programu studovan, je rodina s autozomalné
dominantné¢ dédi¢nou formou AA amyloidézy. Tato rodina byla identifikovana v roce 2008
profesorem MUDr. Ivanem Rychlikem, CSc. a profesorkou MUDr. Zdeiikou Vernerovou, CSc.
z Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady a nasledné v letech 2008-2012 vySetiovana a
studovana v Ustavu dédiénych metabolickych poruch patology profesorem MUDr. Milanem
Ellederem, DrSc. a MUDr. Jakubem Sikorou, Ph.D. V ramci téchto aktivit byla stanovena
diagnéza AA amyloidézy na trovni klinické, imunohistochemické a proteomické. Geneticka
vysetieni vyloucila mutace v protein kodujich oblastech genu S4417. Nasledné bylo v rodiné
provedeno celogenomové genotypovani, vazebnd analyza, celoexomové sekvenovani a RNA

sekvenovani, vSe s negativnimi vysledky.



2. Cile prace

Ukolem a cilem mé diplomové prace bylo provést literarni resersi o problematice amyloid6z se
zamétenim na dédicné podminéné typy AA amyloidozy, patofyziologii sérového amyloidu A
a souCasné metodologické pfistupy ke studiu a charakterizaci genetickych a molekularnich
pfi¢in dédi¢né podminénych nemoci. Nasledné¢ jsem meéla ve studované rodiné s AA
amyloidézou revidovat a doplnit vSechny dostupné klinické informace o progresi nemoci,
analyzovat biochemické vysledky s cilem uptesnit klinicky stav jedinci, revidovat vysledky
dostupnych genetickych dat, provést celogenomové sekvenovani u vybranych jedinct a
prokazat kauzalitu vybranych kandidatnich mutaci pomoci vhodnych genetickych a
molekularné biologickych metod. Urceni genetické pfi¢iny by mélo byt podkladem pro
zhodnoceni vhodnosti terapeutickych postupti u postizenych jedinct a pfipadné k ¢astenému

objasnéni funkce SA4/ v bunétné signalizaci.



3. Literarni piehled

3.1 Obecna charakteristika amyloidoz

Amyloidéza je klinické oznaceni pro skupinu nemoci, které vznikaji v disledku
postupného nahromadéni nerozpustnych proteinovych struktur — amyloidi — v mezibunééném
prostoru riznych organt a tkani lidského téla. Ve vétSin€ ptipadt vede hromadéni amyloidu
k postupnému poskozeni funkce postizenych tkani a orgdnd, jejich funk¢énimu selhani a smrti.
NejcCastéji a nejvaznéji se organove postizeni projevuje u ledvin, myokardu, centralni nervové
soustavy a u organu travici soustavy (Bustamante a Zaidi, 2020). Diagn6za amyloidozy je
urena na zaklad¢ histopatologického priikkazu piitomnosti amyloidu v postizenych tkanich.
a organové lokalizaci vznikajictho amyloidu. Pokroky v zobrazovaci, biochemické a
molekularné biologické diagnostice a lepsi klinické rozpoznavani ukazuji, ze amyloidézou
muze trpét mezi 5 az 13 pacienty z milionu obyvatel (Nienhuis et al., 2016), a ze jeji incidence
v rozvinutych zemich trvale vzristd (Ravichandran, Lachmann a Wechalekar, 2020).
Pochopeni molekularnich pficin a spravna klasifikace jednotlivych typli amyloidoz je zdkladem

pro jejich cilenou 1écbu a prevenci (Obici a Adams, 2020).

3.2 Historie objevu a definice amyloidu a amyloidé6z

Amyloid je mikroskopicky zdanlivé homogenni a amorfni struktura, ktera se nezavisle
na svém proteinovém sloZeni univerzalné barvi riiznymi typy buné¢énych barviv, napiiklad
Kongo cerveni. NejstarSi zndmé pitevni nélezy pravdépodobné popisujici amyloidozu,
pochézeji z druhé poloviny 17. stoleti a prvni poloviny 18. stoleti (Nicolaus Fontanus, Thomas
Bartholin, Theophile B. Bonet, Jeremiah Wainewright) a popisuji pfitomnost bilych
»sagovych“ nebo ,jilovitych* depozit ve slezin€. Béhem 18. a 19. stoleti dalsi autofi (napiiklad
Antoine Portal) popisovali amyloidozy jako ,,sadelnaté®, ,lojovité*“ nebo ,,vosku podobné*
struktury. Carl Rokitansky si v§iml zvySené Cetnosti vyskytu téchto ,,sadelnaté — gelovitych*
struktur v organech pacienti s tuberkul6zou a syfilis. Dalsi patologové jako George Budd nebo
James Drummond zjistili, Ze tyto struktury nejsou tvofeny tuky, ale proteiny, a Ze vSichni

pacienti s témito depozity méli tuberkulozu (Kyle, 2001).

Termin amyloid pochdzi z roku 1838 od némeckého botanika Matthiase Schleidena,
ktery pouzil latinského slova amylum pro popis modrého zbarveni v primarnich vrstvach
bunécné membrany rostlinného pletiva pfipominajici Skrob (Tanskanen, 2013). Dalsi autor

slova amyloid, Rudolf Virchow v roce 1854 popsal malé kulaté 1éze v nervovém systému se
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zminkou, Ze tyto struktury maji béhem barveni jédem stejnou reakci jako skrob, kdy se barva
struktur méni z hnédé na modrou. Virchow ptedpokladal, Ze Slo opravdu o skrob. Léze v mozku
nazval jako cerebral corpora amylacea a poprvé tak pienesl termin amyloid do 1ékarského
oboru. Patologové béhem 19. stoleti zacali pouzivat termin amyloidoza pro popis na barveni
jodem pozitivnich infiltrovanych histopatologickych zmén v riznych organech (Sipe a Cohen,

2000).

August Kekul¢é a Carl Friedich v roce 1859 prokézali ve shod¢ s Georgem Buddem, ze
v organech, ve kterych je amyloid stfddan, je vysoky obsah dusiku. Potvrdil se tak predpoklad,
ze amyloid je tvofen proteiny. Dodnes neni jasné, pro¢ termin amyloid, ktery neodpovida jeho

sloZeni, v nazvoslovi pfetrval.

V roce 1922 Hermann Bennhold s tehdy dostupnymi histologickymi metodami barveni
tkani a mikroskopickymi technikami objevil, Ze se amyloid specificky barvi Kongo ¢erveni. To
byl zlomovy okamzik pro histopatologickou metodu prikazu pfitomnosti amyloidd, ktery se
pouziva dodnes. Na zékladé€ obarveni Kongo Cerveni a nasledném pozorovani v polarizovaném
svétle byl v roce 1927 poprvé popsan charakteristicky zeleny dvojlom, ktery vysoce specificky
prokazuje loziska amyloidl (Obrazek 6) (Kyle, 2001). Alan S. Cohen a Evan Calkins v roce
1959 na zaklad¢ ptredchozich studii amyloidi vyuzili pokrokt v elektronové mikroskopii a
odhalili, Ze se amyloid uklada v podobé¢ seskupeni fibrilarnich struktur (Cohen a Calkins, 1964).
V roce 1968 E.D. Eanes a George Glenner studovali izolované amyloidy pomoci rentgenové
difrakce. Urcili jejich sekundarni konformaci v podobé¢ B-skladanych listd (Eanes a Glenner,
1968). Dalsi biochemické analyzy amyloidli postupné objasnily aminokyselinové sekvence
jejich proteinovych prekurzord. George Glenner a jeho kolegové v roce 1971 urcili prvni
proteinovy prekurzor amyloidi - lidsky imunoglobulinovy lehky fetézec izotypu k (kappa)
(Glenner et al., 1971). S vyuzitim proteomickych technik bylo objeveno a popsano Siroké
spektrum dal§ich rlznych amyloidogennich proteinovych prekurzori na zakladé
imunoglobulinovych fetézci. Béhem 80. let 20.stoleti byly pfipraveny protilatky proti
jednotlivym amyloidogennim proteinim. Earl P. Benditt v téZe dobé objevil a definoval
nizkomolekuldrni ne-imunoglobulinovy amyloidogenni prekurzor — sérovy amyloid A (SAA).
(Benditt a Eriksen, 1971). SAA byl nésledn¢ urcen jako vyznamna slozka skupiny proteinti
akutni faze, které jsou intenzivné produkovany pii riznych zanétlivych stavech (Sack Jr,
2018). Soucasn¢ se zacaly prokazovat genetické pfiCiny nckterych dédi¢nych familiarnich

amyloidéz (Rysava, 2013).



3.3 SloZeni amyloidi, jejich vznik, struktura a mechanismus toxicity

Amyloid je ve vétsing ptipadl patologickd mezibunééna 1éze, kterd vznika postupnym
skladanim tisici molekul pfislusného proteinového amyloidogenniho prekurzoru do
organizovan¢ prostorové struktury tvaru beta skladaného listu a podoby linearnich nevétvenych
vlaknitych fibril o priméru 7-13 nanometrti a velikosti v rozsahu od nanometrt do mikrometri.
Struktura beta skladaného listu umoznuje organizovanou vazbu nékterych typl barviv,
napiiklad Kongo cervené, podél fibril. Fibrildrni morfologie, struktura beta listu a
charakteristicky zpiisob barveni jsou povazovany za typicky znak amyloidu (Chiti a Dobson,
2017). Ze znamych amyloidogennich proteinovych prekurzort je vétSina sloZzena z méné nez
100 aminokyselin a tyto proteiny nemaji zddnou zfejmou podobnost v sekvenci, nativni
struktuie a biologické funkci. Mechanismus vzniku amyloidnich fibril zavisi na fyzikalné
chemickych vlastnostech prekurzorového proteinu a pfipomind krystalizaci. Vznik amyloidu
probihd postupné v sekvenci vzniku oligomerd, jejich postupné agregaci, elongaci a kone¢nému
strukturnimu uspotadani. Vzhledem k tomu, ze je amyloid ve vétSing€ piipadii mezibunécnou
1ézi, ptispiva k jeho vzniku sloZeni a organizace mezibunééné hmoty (Owen et al., 2019). Vznik
amyloidu v agregacénich centrech je indukovan lokalné zvySenou koncentraci amyloidogenniho
prekurzoru a katalyzovan ptfitomnosti dal§ich proteinovych slozek a doprovodnych faktorti jako

je lokalni pH, pfitomnost ionti kovli, polyaminti ¢i volnych radikala.

Vsechny typy amyloidi maji kromé fibrilarni struktury spolecné i nékteré dalsi
proteinové slozky a modulatory vzniku. Mezi spolecné strukturni slozky patii sérovy amyloidni
protein P (SAP), apolipoproteiny a glykosaminoglykany. SAP patii mezi proteiny akutni faze
a je homologni k C-reaktivnimu proteinu (CRP). Interaguje v plazmé s celou fadou proteinil,
véetné slozek komplementu, apolipoproteinti a regulatori koagulace a proteolyzy. Bylo
dokézano, Ze navazani vapnikovych iontl na SAP podminuje jeho rezistenci vici proteolytické
degradaci. A protoze SAP je slozkou vSech typii amyloidl, jeho proteolytickd odolnost se
zfejmé& prenasi 1 na samotny amyloid. Zatim nebyl objasnén mechanismus odolnosti amyloidu
proti degradaci (Poulsen et al., 2017). Apolipoprotein E (ApoE) a glykosaminoglykany
(heparansulfat) maji vliv na pfeménu rozpustnych prekurzori na nerozpustné fibrily, a tak
podporuji uspotadani proteini do struktury beta-skladané¢ho listu. Moduldtorem, ktery
urychluje vznik amyloidu je ,,Amyloid Enhancing Factor (AEF). Objev AEF faktoru byl
ucinén pii pokusech vyvolani systémové AA amyloidézy u kieckl, kterym byl injekéné
podéavan kasein. AEF se ziskal extrakci z amyloidy postizené tkané a byl nasledné vpraven do

mysi. Celé faze tvorby a ukladani amyloidovych loZisek pod vlivem AEF byla zna¢né urychlena



(Hol et al., 1986). Pfesné slozeni a struktura AEF neni doposud objasnénd, pravdépodobné jde

o lysozomalni protedzu makrofagli nebo neutrofilti (Rysava, 2013).

Vznik amyloidu a jeho agregace do fibril je proces, ktery je podminén raznymi
poruchami v syntéze vlastniho prekurzorového proteinu nebo v jeho bunécné ¢i systémové
homeostdze. Mezi faktory podminujicich vznik amyloidt patii tvorba a kinetika amyloidovych
prekurzori, jejich schopnosti blokovat drahy intracelularnich degrada¢nich protedz, naruseni
propustnosti bunééné membrany nebo mutace v genu kodujici vznik daného amyloidogenniho
prekurzoru. Mutace mtze mit zasadni vliv na urychleni doby celého procesu vzniku amyloida.
Neni vsak ale prokazana piima zavislost na vzniku amyloid6zy na zaklad€ zavaznosti pticiny a
mnozstvim amyloidovych prekurzorti (Rambaran a Serpell, 2008). Dalsi vlivy na formaci
amyloidi mohou vyplyvat z disledku zvySené propustnosti bunééné membrany vedouci
k naruseni homeostazy uvnitf buiiky a ke zvySeni intracelularni koncentrace vapniku (Mattson
et al., 1992), naruSeni transportu zasobeni krvi mezi bunkou a kapilarou (Elleder, 1999),
vynucené vytvoreni bunéénych kanalti v membrané (Hirakura et al., 2002), nebo rizné poruchy
bunééné signalizace (Costantini et al, 2005). Mechanismy toxického piisobeni lozisek

amyloidii pfimo na tkan nejsou doposud z biologického hlediska zcela vysvétlené.

3.4 Klasifikace amyloid6z

geneticky podminéné, nebo v pribéhu Zivota ziskané a projevujici se v pozd¢jSim véku.
Geneticky podminéné amyloiddézy maji Siroké spektrum zatim neobjasnénych genetickych
pficin. Klinické projevy u geneticky podminénych forem amyloiddzy jsou charakterizovany
vetSinou dominantni dédi¢nosti, pomalou progresi, variabilitou loZisek a mZou se projevitiu

jedincti mladSiho véku.

Historicky se amyloidozy délily podle popisu klinickych projevli a patologickych
nalezd. Zakladni (ptivodni) rozd€leni bylo do dvou hlavnich skupin: primarni a sekundarni
amyloidoza. U primarni amyloidozy nebyla jasna konkrétni pfi¢ina. Pfedpokladalo se, ze je
dédi¢né podminénd. U sekundarni amyloidozy se predpokladalo, ze vznika v disledku béhem
zivota vzniklych chronickych zanétlivych procesti. V dneSni dobé se rozdéleni do skupin
primarni a sekundarni amyloiddza jiz nepouziva.

Podle rozsahu poskozeni Ize délit amyloidozy na systémové a lokalizované. Castgji se
vyskytuji systémové amyloidozy, kdy je soucasné€ postizeno vice organil v téle. Lokalizovana

amyloiddza je charakterizovana nahromadénim amyloida v strukturnich bunikach jednotlivého



organu v souvislosti s jinym, primarnim onemocnénim. Amyloidy jsou postizeny napiiklad
neurony v souvislosti s Alzheimerovou chorobou, nebo Langerhansovy ostrivky ve slinivce
biisni ovlivilujici syntézu inzulinu pifi dlouhodobém diabetu II. typu (Lorenzo et al., 1994).
Amyloidéza se vyznaCuje trvalym progresem s nepiiznivou progndzou, protoze zatim
neexistuje zadna 1éCba, kterd by zcela vylécila toto onemocnéni. Existuji ale uréité moznosti
1é¢by navrzené podle konkrétnich typti amyloidéz, které dokdzou zmirnit pfiznaky, pomoci

zvysit kvalitu zivota pacienta a prodlouzit jeho Zivot.

Amyloiddzy se d€li podle typu amyloidogennich proteinti. Kazdy typ amyloidu mé sviij
specificky prekurzorovy protein, ktery je funkéné normalni, tzv. ,,wild-type®, nebo mutantni,
zejména v piipad¢ familidrnich forem amyloidéz. Od proteinit se pak odviji i nazev pro
jednotlivé typy amyloid6z. V soucasné dobé je znamo 36 typt amyloidogennich proteind,
jejichz néazvy jsou pravidelné kazdé¢ dva roky aktualizovany podle vyboru Mezinarodni
spole¢nosti pro amyloidozu (ISA, International Society of Amyloidosis) (Benson ef al., 2018).
Vsechny aktudlni ndzvy amyloidogennich proteinti jsou shrnuty v Tabulce P.1 v priloze.
Soucasny vyvoj a pokroky v proteomickych technikdch naznacuji, Ze existuje mnohem vice

proteind s amyloidogennimi pfedpoklady (Lavatelli et al., 2016).

V soucasnosti je klasifikace amyloidoz zalozena na typu amyloidového proteinového
prekurzoru, na zptsobu distribuce a mista jeho hromadéni a na zaklad¢ ocekavané etiologie.
U lokalizované amyloidézy probihd syntéza prekurzorovych proteinli a nasledny vznik
amyloidovych lozisek pfimo v jednotlivych orgénech nebo tkanich. U systémové amyloidozy
je proteinovy prekurzor uvoliiovan na jednom mist€ a prostiednictvim sekrece a krevniho obéhu
je transportovan do bunéénych struktur celé fady organi (Blancas-Mejia a Ramirez-Alvarado,
2013). Ziskané amyloiddzy jsou spojeny s agregaci sekvenéné normalniho proteinu. Geneticky
podminéné formy amyloid6z jsou zplisobeny agregaci mutované formy proteinu nebo

v disledku mutaci vedoucich ke zvySené produkci amyloidogenniho proteinu.

Tento zpusob klasifikace tak definuje 4 zdkladni skupiny:

1. Lokalizované ziskané amyloidozy

Jde o velkou a variabilni skupinu, kter4 je charakterizovana ukladanim amyloidi pfimo
v jednotlivych organech a jsou topicky omezené na dané orgdny. Jednd se hlavné o rtizné

neurodegenerativni onemocnéni (Alzheimerova nemoc), prionové nemoci (rizné formy



cerebralni angiopatie na zaklad€¢ wvariability prionovych proteini APrP), postizeni

Langerhansovych ostrivki slinivky bfisni v disledku dlouhodobého diabetu nebo nadory.

Za vyznamné ovlivilujici faktory se povazuji nadmérné stimulace k sekreci
amyloidogenniho proteinu a piitomnost latek podporujicich fibrilarni agregaci. Mezi takové
procesy se souhrnn¢ fadi rtizné stavy nebo latky, které vyvolavaji bunécny stres a v sekre¢nim
okoli buiiky dochazi k agregaci sekvencné normalniho proteinu, zméné jeho pfirozené struktury
a ke zvySené produkci amyloidogennich prekurzorovych proteini, napiiklad proces
proteolytického Stépeni amyloidového prekurzorového proteinu (APP) na protein amyloid beta
(AB) a jeho agregace v mozkové tkani pfi Alzheimerové chorobé. Vyvolani takového
bunécéného stresu mohou zptisobovat rizné stavy spojené s traumatem, energické nedostatky
ruznych druht, plisobeni reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species) ovliviiujici
transport vapnikovych iontl do buniky nebo rizné faktory zivotniho prostfedi typu zmény pH
nebo vlivu iontl tézkych kovi. Nasledek téchto stavii spojenych s vysokym vékem ma
pravdépodobné vliv na spontanni hromadéni amyloidt a jejich tvorbu v rozsahla loziska, hlavné

v centralni nervové soustavé (CNS).

2. Systémové ziskané amyloidozy

Podobné jako u lokalizovanych ziskanych amyloidoz je hlavni pfi¢inou bunéény stres
zvySujici produkei a hromadéni sekvenéné normalniho proteinu. V patogenezi systémovych
stavil jsou nejvyznamngjsi zvySené koncentrace a hyperprodukce amyloidogennich protein
v séru. Amyloidogenni protein je uvolilovan na jednom misté¢ a prostiednictvim sekrece je
transportovan do celé fady organti. Vzhledem k mnoZzstvi moZnych postiZzenych organi klinické
ptiznaky miZou byt velmi pestré a rliznorodé, coz zpravidla komplikuje diagnostiku. Nejcastéji
postizenymi organy jsou ledviny, srdce, jatra, nervovy systém (periferni i autonomni) nebo
gastrointestinalni trakt ¢i mékké tkan€. Mezi ziskané systémové amyloidozy patii AL
amyloidoza, ojedinéla AH amyloidéza, amyloidozy postihujici ledviny na bazi wild-type
apolipoproteinu A IV (ApoAlIV) nebo proteinu leukocyto-chemotaktického faktoru (LECT?2).
Pomérné cCastd je Senilni amyloidéza srdce, ktera je spojend s vysokym vékem, ukladanim
molekul nativniho transthyretinu (TTR) a projevuje se srdeCnim postizenim ve form¢ mirné

kardiopatie. I za takto mirnou formou se mohou skryvat mutace v genu 77R.



3. Lokalizované dédi¢né amyloidézy

Geneticky podminéné amyloidozy jsou na zékladé autozoméln€ dominantni dédi¢nosti
a genetickych polymorfismt. Vznik amyloidli vyznamné zvySuji mutace v primarni struktuie
proteinu, které maji amyloidogenni potencial. Jde o vyznamny kauzalni faktor, ktery podminuje
familiarni vyskyt, Casny vznik a zvysené riziko pfenosu onemocnéni. Nejcastéjsi dédicné typy
jsou Familidrni britskd demence (na bazi prekurzoru ADan_) nebo rizné formy cerebralni
angiopatie na bazi rtiznych variant prionovych proteinti nebo proteinu A, u nichz vysoky vék
a pritomnost ovlivitujicich faktort usnadiuji fibrilarni agregaci. Lokalizovand AL amyloidoza
je vzacnéjsi a vyskytuje se v fad¢ organti v podobé¢ jednotné kalcifikujici 1éze, ktera se jevi jako
nador. Léze jsou tvofeny imunoglobulinovymi lehkymi fetézci, které jsou produkované
plazmatickymi buitkami pfimo v misté depozice. Lézi se ale miize vyskytnout vice a nejde zcela

vyloucit, zda se nejedna o ptiznak soucasné probihajici systémové AL amyloiddzy.

4. Systémové dédicné amyloidozy

Jde o skupinu amyloidéz s dominantnim pfenosem mutaci v sekvenci ftady
amyloidogennich proteint, které mohou zpiisobovat zménéné odbouravani nebo naruSovani
zpracovani proteinu béhem jeho syntézy a vnitrobunééné faze jeho zivotniho cyklu a tim i
zvySenou amyloidogenicitu. Klinicky projev se projevuje vétSinou az na zakladé zvySené
produkce a obratu amyloidogennich proteinii. Priibéh a progresi nemoci v zavislosti na
genetické penetranci nelze jednoznaéné predem odhadnout. Vliv tak maji rizné genetické
polymorfismy, které by mohly objasnit, pro¢ ve skupiné se stejnym zakladnim onemocnénim

k amyloid6ze dochazi jen u nékterych pacienta.

Seznam aktualné znamych typli amyloidoz, jejich proteinové prekurzory, formy (lokalizované
nebo systémové), postizené organy a piedpokladany piivod (ziskané nebo dédi¢né) je uveden

v Tabulce P.1 v pftiloze.

3.5 Nejcastéjsi typy systémovych dédi¢nych amyloidéz

Nejcastéji se vyskytujici jsou AL amyloidozy, vznikajici z nadprodukce lehkych fetézct
imunoglobulinti, ATTR amyloid6zy, které mohou vznikat z mutovaného transthyretinu nebo
z nadprodukce normalniho transthyretinu a AA amyloiddzy vznikajici ze sérového amyloidu

A. Dalsi typy amyloiddz jsou jednotlivé méné Casté (Nienhuis ef al., 2016).

Z globalniho hlediska obecné plati incidence ze vSech kazdorocné diagnostikovanych

amyloidéz: 78 % je AL amyloidoza, 10-20 % ATTR amyloidéza a 6% AA amyloidoza
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(Bustamante a Zaidi, 2020). Z 5ti ptfipad na milion obyvatel jsou ro¢né 3 ptipady definovany
jako AL amyloiddza a 1 piipad AA amyloidéza a 1 ptipad jako ostatni typy amyloidoz (Real
de Asta et al., 2014).

3.5.1 AL amyloidoza

AL amyloidoza je v soucasnosti nejcastéjSim typem postiZzeni. Jeji incidence vyskytu
v zapadnich zemich je 1 novy piipad na 100 000 jedinci (Bustamante a Zaidi, 2020). Pocet
postizenych AL amyloid6zou se jen v USA od roku 2008 zvysila z 15,5 postizenych pacientd
na milion obyvatel na 40,5 postizenych na milion obyvatel v roce 2015. To znamen4, Ze ro¢né
se v USA objevi az 3200 novych ptipadi AL amyloid6zy. Odhaduje se, ze v soucasné dob¢ je
45 tisic postizenych pacientli v USA a EU. AL amyloidozou jsou postiZzeny spise star§i osoby
nad 65 let a z 54 % muzi. Prevalence onemocnéni ale v posledni dob¢ stoupa z disledku delSiho

prezivani pacienti (Quock et al., 2018).

Hlavni pficinou poruchy a vzniku AL amyloidi je nadprodukce a chybné sloZeni
lehkych fetézci protildtek pii monoklonalni bunécné proliferaci v kostni dfeni a vzniku
patologickych klont plazmatickych B-bunék. Zakladni funkci plazmatickych B-bunék je
produkce protilatek, které jsou dilezitou soucasti imunitniho systému. VSechny protilatky
(imunoglobuliny) jsou sloZeny ze dvou stejnych typt tézkych H fetézct (dle anglického heavy)
a ze dvou stejnych typt lehkych L fetézch (dle angl. light). Lehké fetézce se vyskytuji ve dvou
typech: lambda A nebo kappa k. k fetézce predstavuji ptiblizn€ 2/3 lehkych fetézcti u vSech
imunoglobulind, jak cirkulujicich, tak i vazajicich se na bunéény povrch. Pti¢ina nadprodukce
lehkych fetézci je poruSeni rovhomérného pomeéru lehkych a tézkych fetézci behem syntézy
u nadorovych bun¢k. U normalnich buné¢k se lehké a tézké fetézce produkuji nezavisle na sobé,
ale ve vyrovnaném poméru. Porucha muize byt v pribéhu zivota ziskana na zakladé néjaké
formy imunitniho deficitu nebo v disledku vlivu pisobeni né¢kterych vnéjsich faktort, zejména
angiogennich cytokini (Kastritis ef al., 2010). Po vyhledani hesla ,,AL-amyloidosis* v online
databazi lidskych genli a fenotypli (OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man,
https://omim.org/) je v soucasné dobé znamo 8 genti (/GKC, FGA, CCNDI, APOAI, LYZ,
LIG4, B2M, TTR), které jsou zodpovédné za geneticky podminéné poruchy AL amyloidéz
s modelem autozomalné¢ dominantni nebo recesivni dédicnosti nebo jsou zplisobena
somatickou mutaci. Naptiklad mutace v genu /GKC zptisobuje deficienci x lehkych fetézcl
imunoglobulin (Sala et al., 2016) a CCNDI zvysuje expresi cyklinu D1, ktery mé vliv na
zvySenou produkei lehkych imunoglobulinovych fetézcl v plazmatickych bunikéch u pacientii

s AL amyloid6zou (Rysava, 2013).
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Projevy a prib¢h onemocnéni se individudlné velmi li§i. Depozita amyloidu se mohou
vyskytovat prakticky kdekoliv lokalné v téle i systémové ve vice organech najednou. Ukladaji
se hlavné v ledvinach, srdci, perifernich nervech a v travicim traktu. U 70 % pacientl je
nejcastéjSim projevem dysfunkce ledvin s proteinurii nefrotického rozsahu vedouci k selhani
ledvin. DalSimi castymi ptiznaky jsou kardiomyopatie (60 % pacientl), periferni neuropatie
(20 %) a autonomni neuropatie (15 %), makroglosie (15 %); a vyskyt purpury v dusledku
postizeni cév a/nebo nedostatku koagulacniho faktoru (Merlini et al., 2011). Pacienti mohou
byt téZ postizeni riznymi mnohocetnymi myelomy nebo poruchami lymfoproliferace (Desport

etal.,2012).

Zajimavym souladem je, Ze na rozdil od systémové AL amyloiddzy se u lokalizované
AL amyloidozy témét nevyskytuji monoklondlni plazmatické slozky a nepfevazuji tak
protilatky jednoho typu. Byla prokézdna pfitomnost obfich mnohojadernych bunék -
granulomd, které se snazi fagocytovat amyloidni 1éze, ale netspésné. Granulomy vznikaji
preménou makrofagl a pravdépodobné se piimo tcastni pfemény rozpustnych lehkych fetézca
o plné délce na nerozpustné a zkracené fibrily vytvorené z fragmentli N-terminalnich lehkych

fetézct (Westermark, 2012).

Cilem 1écby u AL amyloiddzy je snaha o eliminaci $patné slozenych amyloidogennich
lehkych fetézct, kloni plazmatickych bunék, minimalizaci toxicity 1é¢by a podpofeni funkce
cilovych orgéanid. Podstatou 1é€by AL amyloiddzy je obnova funkce postizenych organti na
zaklad€ sniZeni koncentrace toxickych volnych lehkych fetézci a dosaZeni hematologické
remise (Jelinek et al., 2016). Konvenéni 1écba AL amyloidézy je zaloZena na kombinaci
kortikosteroida (prednison, dexamethason) a alkylatorti (melfalan, cyklofosfamid), protoze se
ucinky téchto dvou skupin sloucenin vzajemné zesiluji. Tato kombinace byla poprvé pouZzita
v roce 1972, a po dlouhou dobu byla standardni variantou 1é¢by (Jones et al., 1972). Jako dalsi
moznost 1é¢by se zacala vyuZivat vysokodavkovana chemoterapie melfalanem, nasledovana
autologni transplantaci kmenovych bun€k podle vzoru mnohoc¢etného myelomu. Lécba se ale
pozdé&ji projevila jako nevhodna pro rizikovou skupinu pacienti. Nejlepsi klinické vysledky
maji z posledni doby terapie imunomodulétory typu thalidomidu, lenalidomidu, pomalidomidu
nebo inhibitoru protedzy — bortezomibu. Léciva cilené piisobi na faktory ovliviiujici funkci
plazmatickych bun¢k a potlacuji tak regulaci imunitnich bunék, ale jsou Casto spojeny
s vedlej$imi, mnohdy 1 toxickymi ucinky. Symptomatické postupy 1écby zahrnuji transplantace
ledvin nebo srdce u nemocnych po predchézejici vysokoddvkované chemoterapii (Rysava,

2018).
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3.5.2 ATTR amyloidoza

Nazev pro transthyretin (TTR) neboli prealbumin, pochéazi zjeho funkce pienosu
hormoni §titné zlazy (tyroxinu) a retinolu (trans-thyr-retin). TRR je béZznou slozkou plazmy a
jednéd se o evolu¢né¢ konzervovany sérovy protein, ktery se vyskytuje ve formé stabilniho
tetrameru. ATTR amyloidézy mohou byt ziskané i dédicné. Mezi ziskané (wild-type) ATTR
patii tzv. Senilni amyloiddza srdce, ktera je spojena s normalni funkci TTR, ale je ovlivnéna
vékem. Odhad prevalence vyskytu je pfiblizné az u 25 % lidi nad 80 let, pfevazné u muzské
populace. Priibéh byva vétsSinou bez vaznych symptomi a loziska v srdci se nalézaji az pfi pitveé
(Westermark et al., 1990). Genetické dispozice k dédiénym ATTR jsou vyznamné ovlivnény
mutacemi v sekvenci kodujici TTR a zvySuje se pravdépodobnost tvorby amyloidil a tvorby
depozic TTR. Pfi¢inou tvorby depozic je nestabilita konformace rozpustného tetrameru TTR
pii denaturaci a jeho nasledna pfeména na monomery soucasné s piipojovanim mensich

peptidovych fragmentti na nerozpustné amyloidy.

Geneticky podminéné ATTR jsou pievazné modelu autozomalné dominantni dédi¢nosti
(Adams et al., 2019). Vyskytuji se ve dvou hlavnich klinickych manifestacich — Familiarni
amyloidova polyneuropatie (FAP) a Familidrni amyloidni kardio-myopatie (FAC). FAP je Iépe
prostudovana a vyskytuje se podstatné castéji nez FAC. Bylo popsano zhruba 100 bodovych
mutaci a variant, které jsou zodpovédné za vznik FAP v riznych formach v ur¢itych populacich
na zékladé geografického vyskytu. Nejcastéjsi variantou mutace v genu 77R je zaména valinu
za methionin na 30 pozici (Val30Met) v zemich s nejvyssim vyskytem FAP, napt. Portugalsko,
Svédsko nebo Japonsko (Hawkins et al., 2015). Analyza historie mutace Val30Met datuje dobu
pred 750-650 lety, kdy Zil pravdépodobné spolecny piedek portugalskych a brazilskych
pacientt. Spole¢ny piedek Svédskych pacientii byl datovan do doby pied 350 lety, coZ potvrzuje
hypotézu o ptivodnim vzniku mutace v portugalském etniku a o nezavislém vzniku mutace
u Svédské populacni vétve (Zaros et al., 2008). Zakladnim klinickym projevem FAP je ukladani
amyloidovych loZisek v perifernich nervech vedouci k progresivni neuropatii a k postiZzeni
nervového systému a myokardu. Nemoc se objevuje béhem tieti dekady zivota (Planté-
Bordeneuve a Said, 2011). V zavislosti na konkrétni mutaci se ale klinické projevy a nastup
nemoci li§i. TTR amyloidozy se vyskytuji podstatné méné Castéji nez AL a AA amyloidozy.
Prevalence dédi¢nych FAP je svétové zhruba 1 pacient na milion obyvatel. Ve zemich
s nejvyssim vyskytem, napt. Portugalsko, mlize byt prevalence dokonce 1 pacient na 1000
obyvatel (Hawkins et al., 2015). V Ceské republice jsou incidence ATTR neznamé (Kufova et
al.,2014).
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Pro 1é¢bu dédicnych ATTR zatim neexistuje zadna specificka terapie, kterd by z tkani
zcela odstranila amyloidova loziska. Jelikoz se TTR syntetizuje pievazné v jatrech,
nejvhodnéj$i moznosti 1€Cby je tak transplantace jater, kterd je schopna eliminovat mutovany
TTR z ob¢hu (Ericzon et al., 2015). V posledni dob¢ se ale objevily moznosti pro 1é¢bu ATTR
pomoci 1€k, které jsou schopny blokovat tvorbu fibrilarni agregace TTR monomerd. Mezi né
patii diflunisal, ktery se vaze na tyroxinové receptory v TTR a stabilizuje tak jeho tetramerni
formu, kterd neni amyloidogenni (Kapoor et al., 2019). DalSim 1é¢ivem je tafamidis, ktery téz
stabilizuje TTR formu a je efektivni pro nemocné s ATTR kardiomyopatii (Maurer et al., 2018).
V posledni dobé probihaji vyzkumy a testovani pro dals$i typy lécby na zakladé uméle
syntetizovanych RNA molekul, které ptimo aktivuji RNA-silencing v hepatocytech, vedouci
k degradaci TTR m-RNA, a k oslabeni translace pro mutantni i wild-type TTR (patisiran) nebo
single strand-DNA analogech inhibujici produkci mutantniho i wild-type TTR (inotersen). Tyto
zpisoby zatim nejsou schvaleny pro klinické vyuziti a ptedpoklddané dokonceni vyzkumu je

v roce 2022 (Kapoor et al., 2019).

3.6 AA amyloidoza

Historicky byl vznik AA amyloidézy vzdy v disledku néjakého chronického infekéniho
onemocnéni, jako napiiklad tuberkuléza (Dixit er al, 2009), syfilis nebo chronicka
osteomylitida (Brunger ef al., 2020). S rozvojem moderni mediciny a moznosti tplné 1é€by celé
fady infek¢nich chronickych onemocnéni se hlavni pfi¢inou pro vznik AA amyloidézy stala
skupina chronickych zanétlivych a neinfekénich autoimunitnich onemocnéni, naptiklad rtizné
imunodeficience nebo autoimunitni poruchy typu CVID (common variable
immunodeficiencies, bézné variabilni imunodeficience, hypogammaglobulinémie), cysticka
fibroza, revmaticka artritida a dal§i nemoci (Brunger ef al., 2020). Seznam onemocnéni z fad

chronicky zanétlivych autoimunitnich nebo infek¢nich stavi je témét neomezeny.

Chronicky zénét vede obecné k produkci Sirokého spektra cytokinid, zejména
interleukinu-6 (IL-6), interleukinu-1f3 (IL-1p), tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF-a, tumor
necrosis factor), interferonu-y (IFN-y), transformujiciho riistového faktoru (TGF-p,
transforming growth factor) a pravdépodobné i interleukinu-8 (IL-8), které ndsledné v jaternich
bunikach (hepatocytech) stimuluji produkci proteinti akutni faze — C-reaktivniho proteinu
(CRP), sérového amyloidu A (SAA) a haptoglobinu (Hp) (Gabay a Kushner, 1999). Produkce
SAA jinymi organy, nez jatry je zanedbatelnd. Trvale zvySena sérova koncentrace SAA vede
k agregaci SAA (zejména nékterych jeho izoforem) a vzniku amyloidovych depozit prevazné

v ledvinach, lymfatickych uzlinach, §titné Z1aze a/nebo v srdci.
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3.6.1 Klinicka manifestace AA amyloidozy

Klinické projevy AA amyloidézy jsou vétSinou nespecifické a v zavislosti na postizeni
organu mohou byt mirného pribehu nebo naopak s rychlou progresivitou. Doba od naznakt
vzniku onemocnéni az po klinické prokdzani mize trvat i desitky let. Nejcastéji se nemoc
projevuje asymptomatickou proteinurii, kterd postihuje pies 90% pacientd (Lachmann ef al.,
2007). Bez vcasného podchyceni nemoci zac¢inaji ledviny postupné selhavat a dochazi k té¢zkym
nefropatiim vyzadujicim transplantaci ledvin. Z disledku transplantaci ledvin a dostupnosti
hemodialyzy se u pacient dlouhodob¢ ukladaji amyloidy v jinych mistech téla a u 20%
pacientli se objevuji poruchy v gastrointestinalni soustaveé (Van der Hilst ez al., 2005). Progn6za
pacientli s AA amyloidézou zavisi na rozsahu poSkozeni. Pokud s pomoci urcitych moznosti
lécby dojde ke snizeni hladiny SAA v séru, mald loziska amyloidii mohou byt postupné
redukovana a funkce organti se miize zlepSovat. V ptipad¢ trvale zvySené koncentrace SAA
v séru se amyloidova loziska dale rozristaji a vedou k nevratnému poskozeni orgénii a ptipadné
1jejich fatdlnimu selhani.

Popula¢ni skupinou, kterd je nachylngj$i pro vznik AA amyloidozy, jsou obézni
pacienti. Projevy obezity jsou spojené se zvySenou hladinou zanétlivych markerti v obehové
soustavé — CRP, které jsou regulovany interleukiny IL-6 (Bastard er al., 1999). IL-6 jsou
prozanétlivé cytokiny a spolecné s dalSimi cytokiny (TNF-a) reguluji metabolismus adipocyt
(tukovych bunék) (Coppack, 2001). Samotné adipocyty pak produkuji SAA a zda se, Ze to mlze
byt jeden z faktori podminujicich vznik AA amyloiddzy u obéznich pacientl (Poitou ef al.,
2005). Presnd diagnostika biopsii se u obéznich pacientii ne vzdy vySetfuje, protoze se
predpoklada, Ze tyto poruchy jsou spojeny piimo s obezitou (Stankovic Stojanovic et al., 2017,

Blank et al., 2018).

Incidenci a prevalenci AA amyloidozy je obtizné jednoznacné urcit, protoZe se ptiznaky
a diagnostické metody velmi li§i. Spektrum AA amyloidézy se v posledni dob¢ ale zvétsilo,

protoZe byl zvySen primérny medidn Zivota pacientil z 54 let na 62 let (Lane ef al., 2017).

3.6.2 Zakladni diagnostické mozZnosti priikazu AA amyloidézy

Stanoveni Casné, spravné a Uplné diagndzy je pro pacienta klicovym bodem. Ur€eni
amyloidézy je obtizné, protoze neexistuje zaddny samostatny laboratorni ukazatel ani
zobrazovaci technika, které by umozZnily jednoznaéné urceni typu nemoci. Na spravném urceni
diagnozy se podili celd fada I¢kaiti a odbornych laboratornich pracovnikii. Amyloidéza se

vyznacuje velice Sirokym spektrem postizeni s nespecifickymi klinickymi projevy. Zpusoby

15



diagnostiky a typizace amyloid6z se za poslednich nékolik desetileti proménily. Diagnosticky
rozvoj probéhl od nespecifickych histologickych prikazi a anatomické stavby tkani az po
vyuziti metod molekularni genetiky a proteomiky. Amyloidéza je onemocnénim, které je
spojené¢ s poruchami proteinti a jejich syntézy, proto jsou proteomické metody kliCové
pro diagnostiku amyloidézy. Mezi faktory ovlivilujici pfesnou diagnoézu patii napiiklad
variabilita v ukladani lozisek v tkanich, stile se nové objevujici typy amyloidogennich
prekurzorovych proteinti, prehlédnuti amyloidovych lozisek v ¢asnych fazich onemocnéni nebo
nedostatecné uvazeni amyloidozy u pacienta v casném stadiu. Piiznaky nemoci se u pacienta
mohou nejprve projevit v souvislosti poruchy funkce daného orgénu bez zjevné pficiny a
muzou nejprve vzbuzovat dojem jiného, béznéjstho onemocnéni. Zakladnim krokem pro
diagnostiku na klinické urovni je vZzdy krevni obraz a biochemicky test. Biochemické ukazatele
slouzi jako marker zévaznosti poruch jednotlivych organiti. Vzhledem k tomu, ze AL
amyloiddza je nejcastéjSim typem, je nejprve nutné provést zakladni vySetfeni k posouzeni
pritomnosti tohoto typu amyloidézy. VySetfeni spociva ve stanoveni pfitomnosti
monoklonéalniho imunoglobulinu a monoklonélni populace plazmatickych bun¢k v kostni dfeni
pomoci imunohistochemickych a flowcytometrickych metod (Merlini ef al., 2011; Filipova et
al., 2015). Konkrétni typ amyloidogenniho proteinu lze stanovit n¢kolika dal§imi metodami.
Jednim ze zakladnich screeningovych vySetfeni je klasicka elektroforéza sérovych proteinii
nebo protein v mo¢i pomoci imunofixaéni elektroforézy nebo pomoci metody ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) z krevniho vzorku. Lze tak detekovat a identifikovat
sérovou produkci abnormalnich monoklonalnich proteinti, stanovit koncentraci antigent a
protilatek nebo stanovit koncentraci volnych lehkych fetézci imunoglobulinti. Koncentra¢ni
hodnoty patogennich proteinii nebo monoklonéalnich imunoglobulinii u AL amyloidézy miZzou
byt natolik nizké, Ze je zdkladni elektroforézy nedokaZou v séru odhalit, ale citlivEjsi
imunofixacni elektoforéza je dokaze detekovat (Tichy a Maisnar, 2006). Vysvétlenim miiZze
byt, Ze patogenni proteiny jsou produkovany ve velmi malém mnozZstvi, nebo se zcela piefiltruji
v ledvinach. Dalsi krokem diagnostiky je vySeteni renalnich funkci a 24-hodinovy odbér moci
na posouzeni piitomnosti proteinurie a stanoveni protein/kreatininového indexu (Talamo ef al.,
2015). Kombinace téchto vysetieni dokaze v 90 % odhalit postizeni amyloid6zou (Baker a Rice,

2012).

Hlavnim zptsobem diagnostiky je imunohistochemicky prikaz, kdy se biopsii odebira
tkanovy vzorek. V ptipadé podezieni na amyloidozu se nejcastéji provadi biopsie

abdomindlniho podkozniho tuku, protoze se jednd o maly a neinvazivni zakrok. Pokud je
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vySetieni negativni, ale klinické podezieni na amyloidozu pretrvava, je nutné piistoupit k cilené
biopsii z nej¢astéji postizenych organii, naptiklad z ledvin nebo jater. Tkanovy vzorek je
zafixovan klasickymi histologickymi postupy a studovan pod mikroskopem. Pod svételnym
mikroskopem se tkanova postizeni lisi riznymi vlastnostmi. Pfi podezieni na amyloidozu je
tkan obarvena Kongo cerveni a pod klasickym svételnym mikroskopem jsou amyloidova
loziska zvyraznény Cervenou barvou. Drobna loziska ve velmi tenkych fezech v§ak nemusi byt
vidét pod mikroskopem, protoze se na n€ barvivo nenavazalo. Lze pouzit barveni thioflavinem,
které neni amyloid-specifické, ale dokaze detekovat malé loziska (Hachulla a Grateau, 2002).
Svételnd mikroskopie neni sama o sobé zcela diagnostickd. Aby bylo mozné potvrdit
pritomnost amyloidt v tkani, preparaty musi byt prozkoumany pod polarizaénim mikroskopem.
Amyloidy se prokazuji typickou dichromatickou difrakci a zabarvenim do vyraznych zeleno-
zlutych barev. Dalsi mikroskopickou technikou vyuzivanou v diagnostice amyloid6z je
transmisni elektronova mikroskopie. Umoznuje zkoumat strukturu proteinovych filament nebo
vytvotrenych lozisek. Uplatnuje se naptiklad v nefropatologii, kde je zkouman vztah lozisek

amyloidi k bazdlnim membrandm glomerult (Goldsbury et al., 2011).

Dalsi metodou je tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Formaldehydem a
kongo ¢erveni fixované tkan¢ v podob¢ zmrazenych fezli nebo parafinového blocku se pomoci
laserové zachytné mikrodisekce extrahuji tenké fezy z oblasti s amyloidovymi lozisky.
V oblastech s loZisky je zvySeny pomér amyloidogennich proteint a analyzou na tandemové
MS/MS lze urcit chemické vlastnosti amyloidi. Tento diagnosticky nastroj se pomérné ¢asto
prokazuje faleSné pozitivnimi/negativnimi vysledky. Nedoporucuje se pro jasné urceni
diagnozy, ale pouze jako dopln¢k dalSich nastroji a pro potvrzeni chemického plivodu

amyloid (Murphy et al., 2006).

Dale existuji citlivéjsi proteomické nastroje, které dokdzou separovat a charakterizovat
neporusené a patologické proteiny v biologickych tekutindch v sub-pikomolarnich
koncentracich a ziskat tak relevantni data pro diagnoézu. Vyuziva se kapilarni kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (CapLC-MS), ktera dokaze identifikovat
hledané proteiny. Kombinace téchto ndstroji poskytuje pomérné rychlou analyzu, dobrou
separaci a vyssi citlivost neZ pfimé analyzy hmotnostni spektrometrii. Na rozdil od konven¢nich
kapalinovych chromatografii nebo elektroforetickych metod se spotfebuje menSi mnoZzstvi

vzorkl a ¢inidel. (Pont et al., 2016).
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Genetické vySetteni z periferni krve a nasledné vyhledavani kauzélnich mutaci
nejcastéjSich amyloidogennich proteinti je vhodné u pacienti s potvrzenou rodinnou
anamnézou. Standardni postup genetické analyzy pro studium pfi¢in vzacnych geneticky

podminénych onemocnéni je popsan v samotné nasledujici kapitole.

Konkrétni typ amyloidozy je stanoven na zaklad€ vSech vysledki a dat z provedenych
klinickych, histologickych, imunohistochemickych a genetickych vySetieni. Zasadni je spravné
a vCasné urCeni typu amyloidozy, nebot’ se kazdy typ lisi spektrem postizeni v riznych
organech. Na zéaklad¢ v€asného urceni diagndzy se mize nasledné odvijet vhodna a v ramci

moznosti efektivni 1écba pro dany typ amyloidozy.

3.6.3 Mozné zpiisoby lécby AA amyloidozy

V soucasné dob¢€ neexistuje zadnéa kauzalni 1écba, ktera by zcela odstranila primarni
pri¢iny u AA amyloidozy. Moznosti 1é€by umoziuji pouze zmirnit pfiznaky, podpofit zlepSeni
kvalitu zZivota pacienta a prodlouzit jeho medidn pteziti. Vyznam v 1écbé AA amyloidozy
spociva ve snaze snizit aktivitu zdnétu a tim snizit produkci cytokint, které ovliviiuji zvySenou
produkci SAA. U FAP je vyuzivan kolchicin, ktery snizuje frekvenci ataki horecek a
koncentraci SAA v séru, ale v pripad¢ jiz rozvinuté AA amyloiddézy nema zadny velky efekt.
Velkym piinosem bylo zavedeni monoklonalnich protilatek proti né€kterym prozanétlivym
cytokiniim, které vyznamné snizuji zanétlivé aktivity onemocnéni a vedou tak k snizeni
koncentrace CRP 1 SAA na normalni trovenl a k mirnému ustupu amyloidovych loZisek. Mezi
takové latky patti inhibitory TNF-a a protilatka proti receptoru pro IL-6 (Tocilizumab).
V ptipadé selhani ledvin je nutnosti zah4jit dialyzacni 1écbu, ktera je ale spojena s nepiiznivou
progndzou a kratkou dobou pfeziti. DalSi moznosti 1é¢by je transplantace ledvin. Ta je ale
spojena s vysokym rizikem opakovaného vyskytu AA amyloidézy (az u 30 % pacientlt). Pokud
je zavedena vhodnd lécba a koncentrace SAA je udrzena v normalnich hladinach, riziko navratu

AA amyloiddzy je pomérné nizké a doba ptezivani Stépl je dlouha (Rysava, 2013).
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3.6.4 Obecny princip vzniku AA amyloidozy

Pro vznik AA amyloidu a nasledny rozvoj amyloidézy ma vliv fada faktori, které zpiisobuji
chybné zpracovani a tvorbu patologické konformace SAA proteinti. Mezi takové faktory patii
dlouhodoby chronicky zanét a konstantni produkce prozanétlivych cytokinti (IL-1, IL-6 a TNF-
a), stimulujici v jatrech syntézu SAA proteinu akutni faze, pritomnost faktoru urychlujici vznik
amyloidu (AEF) a pfitomnost homozygotnich alel genti S441.1 a SAA1.3, které zvysuji riziko
vzniku AA amyloidozy (Obrazek 1) (Booth ef al., 1998).

Dlouhodoby
chronicky

zanét

. Ochranné nebo pomocné
Cytukm}l ('JIIB TNFa, IL6), faktory procukujici SAA
gh]lct}km‘tlkmd}' ELPS (mak_t’cfa'g'_\-': inhibice

proteolyzy?)

i \"-..
r Y
r Y

Zpracovani a chvbna
SAA konformace SAA AA amyloid
I proteinu
4
Rizikove falktory: . ' ,
Homozygocie pro alely S441.1 Dalls1 mf:rzne fﬁktctf}'

(belogske) nebo S441.3 (zvotni prostedi,

(japonské) AEET)

Obrazek 1 - Schéma tvorby AA amyloidu. Dlouhodoby chronicky zanét vede k produkci cytokint
a stimulaci produkce SAA v jatrech. ZvysSena produkce SAA vede ke vzniku AA amyloidu. Na vzniku
AA amyloidii ma vliv fada faktorti. Vysvétlivky: AEF — amyloid enhancing factor (faktor urychlujici
vznik amyloidu); IL1 — interleukin-1; IL6 — interleukin-6; LPS — lipopolysacharid; SAA — sérovy
amyloid A; TNF-a — tumor necrosis factor alfa. Pfevzato a upraveno dle: (Brunger ef al., 2020).

19



3.6.5 Pric¢iny AA amyloiddzy
Spektrum piicin rozvoje chronického zanétu u AA amyloidézy je velmi Siroké a
zahrnuje dnes vice nez 65 riznych infekénich, chronicky zanétlivych, hematologickych,

nadorovych, idiopatickych a nékterych dédicné podminénych nemoci (Brunger et al., 2020).

Z chronickych infekénich nemoci to jsou zejména rizné bakteridlni infekce
(tuberkulo6za, lepra, chronické viedy atd.), virové infekce typu hepatitidy B/C a postiZeni, které

jsou snadno nachylné k infekci (cysticka fibroza).

Chronickd zanétlivd onemocnéni jsou pfevazné na zdklad¢€ riznych autoimunitnich
poruch. Patii mezi né¢ revmatickd onemocnéni (revmaticka artritida, dna, juvenilni idiopaticka
artritida, systémovy lupus erythematodes), vaskulitidni onemocnéni (zanéty cévnich stén),
kozni onemocnéni (Hidradenitis suppurativa), stfevni postizeni (Crohnova nemoc, kolitidy).
Hematologickd a nadorova onemocnéni spojené s AA amyloiddzou spocivaji predevsim ve
tvorb¢é nadord v kostni dfeni nebo lymfatickych wuzlindich  (Waldenstromova
makroglobulinémie, Hodgkinova choroba, non-Hodgkinliv lymfom) nebo ve tvorbé€ karcinomt
na plicnich ¢i rendlnich bunkach. Dal$i mozné pfi€iny pro rozvoj AA amyloidozy jsou
idiopatické nemoci s nejasnou etiologii ve spojeni s obezitou, zvySenou hladinou CRP a

homozygotni variantou genu SA41.1/1.1.

Zvlastni skupinu predstavuji dédi€né podminéné AA amyloidozy. Po vyhledani hesla

»~AA-amyloidosis*“ v databazi OMIM (https://omim.org/) existuji jako moZné pficiny

dominantni nebo recesivni mutace v 4 genech, které¢ koduji proteiny regulujici zanétlivé
odpovédi. Je tak ovlivnén nespecificky imunitni systém a onemocnéni jsou charakterizovana
jako autoinflamatorni nemoci projevujici se systémovymi zanétlivymi procesy vedouci
k bunééné smrti. Syndromy AA amyloidozy jsou spojené s periodickymi hore¢kami typu
familidrni stfedomoiské horeCky, s horeckami spojenymi s pyrinem, periodické syndromy
spojen¢é s TNF receptorem a deficity mevalonat kindzy (Gaggiano et al., 2019). Geny, pozice

mutaci a jejich fenotypy jsou zndzornény v Tabulce 1, kterd byla pievzata z databaze OMIM.
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Tabulka 1 - Vysledky vyhledani terminu ,,AA-amyloidosis*“ v databazi OMIM.

Pozice Gen/ Gen/ Fenotyp Dédi¢nost
(z NCBI, Lokus Nazev lokusu
GRCh38)
chrl1:18,266,224 SAAI Sérovy amyloid A neznamy -
11pl5.1

TNFRS1A  Rodina genti pro Roztrousena skleroza -
chr12:6,328,770 TNFRI1 receptor tumor

12p13.31 TNFAR nekrotizujiciho

FPF faktoru . )

MS5 Familiarni perodicka AD
horecka
Hyper-IgD syndrom AR
chr12:109,573,460 MVK Mevalonat kinaza —
12q24.11 MVLK Mevalonova acidurie AR
POROK3 Porokerat6za 3, viceCetna AD
Familiarni sttedozemni

chr16:3,242,026 MEFV Pyrin horecka, AD AD
16p13.3 MEF (marenostrin) Familiarni sttedozemni AR

FMF horecka, AR

Tabulka znazoriiuje zndmé geny, které kdduji proteiny regulujici zanétlivé odpovédi a maji souvislost
se systétmovymi zanétlivymi procesy arozvojem AA amyloidozy. Vysvétlivky: NCBI — Narodni
centrum pro biotechnologické informace; GRCh38 — Genome Reference Consortium Human Build 38;
AD - autozomaln¢ dominantni; AR — autozomaln¢ recesivni. Pielozeno a prevzato zz: OMIM Gene Map
po vyhledani hesla ,,AA-amyloidosis*“ (https://www.omim.org/search?index=entry&search=AA-
amyloidosis&start=1&limit=10&retrieve=geneMap&genemap_exists=true).

3.6.6 AA amyloidézy zpiisobené geneticky podminénymi poruchami v regulaci zanétu
Varianty rtiznych mutaci, které koduji proteiny regulujici zanétlivé odpovédi vedou
k rozvoji fady autoinflamatornich onemocnéni. Ty uz svém néazvu naznacuji, ze k rozvoji
zanétlivého stavu dochéazi bez jasné vnéjsi priciny. Podstata onemocnéni spociva v poruchach
mechanisml a molekul bunééné signalizace, které reguluji nespecifické¢ imunitni odpovédi a
proces aktivace zanétu. Tyto mechanismy jsou v normalnim stavu pfisné¢ koordinovany a
funguji ve vzdjemném souladu. Znalost a vysvétleni téchto procesii mlize napomoci v ¢asné
diagnostice, identifikaci konkrétni poruchy a v€asného nasazeni vhodné 1é€by u nejcastéjsich

dédi¢né podminénych febrilnich nemoci.
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3.6.6.1 Gen MEFV — pyrin

Mutace v genu MEFV na kratkém raménku chromozomu 16 (16p13.3) zplisobuje
onemocnéni Familiarni sttedomotska horecka (FMF, Familial Mediterranean Fever). Je to
autosomalné recesivné nebo dominantné dédi€né zanétlivé onemocnéni postihujici populaci
predev§im v oblasti Stiedozemniho moie (Turci, Arméni, Arabové, Zidé). Gen MEFV koduje
protein pyrin, ktery je exprimovany hlavné v neutrofilech, eozinofilech, monocytech a
dendritickych buiikach. Pyrin funguje jako vnitrobunécny receptor, ktery v nespecifickém
imunitnim systému rozpoznava patogenni molekuly a reguluje inflamazomové komplexy.
Inflamazom aktivuje prozanétlivé procesy, které aktivuji enzym kaspazu-1 a indukuji sekreci
prozanétlivych cytokind IL-1p a IL-18 vedouci k bunécné smrti zvanou pyroptoza (Heilig a
Broz, 2018). V soucasnosti je znamo vice nez 70 mutaci v riiznych exonech genu. Je zndma
souvislost mezi ¢asnym vznikem AA amyloidozy a specifickou mutaci na pozici Met694Val u
homozygotnich pacientd (Shohat et al., 1999) . Mutace spole¢né s dalSimi faktory ma vliv na
indukci zanétlivych stavii zvysenim sekrece IL-1pB, které se projevuji opakovanymi ataky
horecek a serozitidami. V 1écbé FMF se vyuZziva kolchicin, nové se uplatituje i 1é€ba blokaci
IL-1 (Bashardoust, 2015). NeléCenda FMF se muze podstatné zkomplikovat vznikem AA
amyloiddzy s projevy tézké nefropatie a renalnim postizenim. Diagnéza FMF se stanovuje
klinicky podle danych kritérii. Krom¢ genetického priukazu mutaci nejsou pro diagnostiku FMF

k dispozici Z&dna specificka laboratorni vySetieni.

3.6.6.2 Gen MVK — Mevalonat kinaza

S mevalonat kindzou asociované autoinflamatorni syndromy jsou zplsobeny
autozomalné recesivni mutaci v genu pro mevalonat kindzu MVK na chromozomu 12
(12g24.11). V soucasné dob¢ je znamo pies 200 mutantnich variant MVK spojenych s deficity
mevalonat kinazy, které se projevuji na rdznych stupnich zdvaznosti postizeni. Deficity
mevalonat kindzy se klinicky projevuji ve tfech zndmych fenotypech: hyper-IgD syndrom,
mevalonové acidurie a rizné typy porokeratézy. Enzym mevalonat kinaza se fyziologicky
ucastni biosyntetické drahy pro vznik cholesterolu a nesteroidniho izoprenoidu a dalSich
bioaktivnich molekul. V prvni fazi je pfeména 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzymu A
(HMG-CoA) katalyzovand mevalonat kindzou na mevalonat a dava vzniku
5-fosfomevalonatové kyseliny, kterd se dale pfeménuje pies dalSi substraty (isopentenyl
pyrofosfat, gerantyl pyrofosfat, farnesyl pyrofosfat) aZz k cholesterolu. Deficit v mevalonat

kinaze narusSuje preménu 5-fosfomevalonatové kyseliny, ktera se nasledn¢€ hromadi v plazmé a
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moci a vznikd mevalonova acidurie. Mutace asociované s mevalonovou acidurii se nachazeji
v regionech kodujicich aktivni mista enzymu. Onemocnéni se proto projevuje jiz v rané fazi
zivota a specificky se projevuje opozdénym vyvojem, mentdlni retardaci a zvlastnimi
oblicejovymi rysy. Mutace, které jsou spojené s hyper-IgD syndromem se mohou nachazet
kdekoliv v celé kodujici sekvenci MVK (Cuisset et al., 2001). Pfiznaky hyper-IgD syndromu
jsou mirn€j§i nez u mevalonové acidurie a nedochazi k postizeni CNS spojenymi
s psychomotorickymi ptiznaky (Favier a Schulert, 2016) . Jako sekundarni projev hyper-IgD
syndromu se mtize objevit AA amyloiddza s progresivnim nefrotickym syndromem
(Kallianidis et al., 2016; Rodrigues et al., 2020). Pro rozvoj AA amyloidézy u hyper-IgD
syndromu se zda byt kauzalni mutantni varianta Val377Ile nebo 1le268Thr (Ter Haar et al.,
2016). Ve vSech fenotypech onemocnéni spojenym s deficitem mevalonat kindzy dochazi
k systémovym zanétiim a nadprodukei IL-1p, IL-6, TNF-a a IFN-y projevujici se periodickymi
ataky horecek, bolesti bficha s doprovdzenymi nevolnostmi, a v piipadé porokeratdzy

i rozsahlych koznich vyrazek.

3.6.6.3 Gen TNFRSF 1A — Tumor necrosis factor receptor superfamily

Dalsi skupinou zanétlivych onemocnéni jsou s TNF receptory (TNFR) spojené
periodické syndromy (TRAPS, tumor necrosis factor-associated periodic syndrome),
zpisobené¢ mutaci v genu TNFRSFIA na chromozomu 12 (12p13.31). Model dédi¢nosti
onemocnéni byl nejprve veden jako autozomalné dominantni, ale dalsi studie prokédzaly znaky
autozomalné recesivni dédi¢nosti (Wong ef al., 2015). TNFRSF1A4 koduje podjednotku TNFR,
ktery je cClenem rodiny specifickych transmembranovych cytokinovych receptori. Tyto
receptory se v ramci imunitniho systému po navazani TNF ligandu Gcastni celé fady bunéénych
signalizaci regulujicich produkci prozanétlivych cytokinii pomoci NFxP drdhy a rozvoje
zanétlivé odpoveédi. NFkP signalni kaskdda téz tfidi bunéény rist, diferenciaci bunck a
programovanou bunécnou smrt zplisobenou aktivaci kaspaz. V soucasné dob¢ je zndmo 170
sekvencnich variant v TNFRSF1A, z nichz bylo 43 oznaceno jako patogenetické varianty a
56 jako pravdépodobné patogenetické varianty. Nejcastéjs$i mutantni varianta je p.Thr79Met,
ktera ovliviluje vysoce konzervované vodikové vazby podminujici spravné strukturni
proteinové slozeni. Tyto strukturni varianty jsou spojeny s poruchami ve skladani proteinti a
projevuji se vaznéjSimi prubéhy TRAPS s vyssim sklonem k rozvoji AA amyloidézy (Cudrici
et al., 2020). TNFR se v normalnim stavu odstépi od bunécné membrany a uvolni se do obéhu.
Nésledky mutace v TNFRSFIA zpusobuji, Zze se TNFR neodStépi a prozanétliva signalni

kaskada je stale indukovana za zvysené produkce cytokinii a v organismu tak pretrvava zanét.
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Dalsi vysvétleni pro rozvoj onemocnéni je vyvolani endoplazmatického stresu akumulaci
vnitrobunéénych proteintl, které¢ jsou chybné slozené a vyvolani zanétlivych odpovédi skrze
aktivaci riznych imunitnich signaliza¢nich drah (Menon a Efthimiou, 2018). U pacientt byly
téz prokazany zvysené produkce prozanétlivych cytokint a aktivace inflamazomu zplisobené
zvySenou hladinou reaktivnich kyslikovych radikdlti (Bulua et al., 2011). Klinicky obraz
TRAPS u vétSiny pacientll zahrnuje opakované ataky horecek, bolesti svalll a projevy kozniho

ekzému.

3.6.6.4 Gen SAAI — Sérovy amyloid A

Gen SAA1 patii do genetické rodiny SAA4 geni, ktera je lokalizovana na kratkém
raménku chromozomu 11 (11p15.1). Geny S44 koduji SAA proteiny akutni faze, které jsou
syntetizovany v jaternich buiikéach pod vlivem prozanétlivych cytokinii a poté sekretovany do
krevniho ob¢hu v diisledku odpovédi na infekci, trauma, chirurgické zasahy, tkanové nekrozy
nebo na imunologicky indukované zanétlivé stavy. U jedinct s trvale zvySenou hladinou SAA
je zvyseny risk agregace AA amyloida a vzniku AA amyloidézy v riznych organech, ptevazné
v ledvinach, jatrech nebo srdci. AA amyloid je maly fragment SAA proteinu, ktery vznika
odstépenim z SAA proteinu a uklada se ve fibrilarni formé ve tkanich pti dlouhodobém
zanétlivém stavu. Za zvySeny risk rozvoje AA amyloidézy a progresi onemocnéni jsou
odpovédné varianty v promotorové sekvenci SAA4 nebo specifické rizikové alelické formy S44
(Booth et al., 1998). Exprese SAA je regulovéana fadou transkripénich faktortt (NFxB, C/EBP,
YY1, AP-2, SAF a Spl), které reguluji produkci cytokinti (Uhlar a Whitehead, 1999). Dosud
nebyl popsan fenotyp a vysvétlen vztah mezi dédicnosti mutaci na zakladé Mendelovych

zakonl dédicnosti a rozvojem AA amyloiddzy v nepfitomnosti systémového zanétu.
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3.7 Sérovy amyloid A
Prekurzorem AA amyloidi je funkéné€ i strukturné normalni sérovy protein SAA, ktery
byl izolovéan a pojmenovan béhem 70. let 20 stoleti. Jedna se o protein, ktery ma velikost 104

aminokyselin a patfi mezi proteiny akutni faze (Sack Jr, 2018).

3.7.1 Proteiny akutni faze

Proteiny akutni faze jsou skupinou apolipoproteinii (Apo), které jsou syntetizovany a
sekretovany v hepatocytech pod vlivem celé fady prozanétlivych cytokinii béhem riznych
akutnich nebo chronickych zanétlivych stavii nebo infekci. Jeden znejdilezitéjSich
systémovych obrannych mechanisml organismu je primarni reakce a aktivace nespecifické
imunity, kdy se zahajuje fada odpovédi vedouci k uvolnéni prozanétlivych cytokini a k aktivaci
dal$ich imunitnich bun¢k a cévniho systému. Tyto odpovédi se vzajemné spojuji a podmifiuji
produkci dalSich cytokind a zanétlivych mediatort, které difunduji do organismu. Aktivované
cytokiny déle aktivuji receptory na rtznych cilovych buitkkdch a vyvoldvaji systémovou
odpovéd’ na zéanét, napiiklad metabolity kyseliny arachidonové stimuluji hypothalamus a
rozviji se horecka. Nékolik hodin po zacatku infekcniho stavu se v jatrech zacinaji produkovat
reaktanty akutni faze a jejich koncentrace v séru nasledné prudce stoupd. Proteiny akutni faze
jsou oznacovany jako angiogenni proteiny, tzn., Ze jejich funkce zacina az pti zvySeni sérové
koncentrace a posléze zacinaji stimulovat endotelidlni bunéénou proliferaci, adhezi, invazi a
formaci kapilarnich struktur. Hlavni funkci proteinti akutni faze je zvySovani koncentrace
prozanétlivych cytokinti a leukocytl v okoli zanétu a vyvijet tak doasnou obranu tkané, dokud
nevzniknou protilatky. Dalsi vyznamné funkce proteinli akutni faze jsou transport cholesterolu
z hynoucich bun¢k do jater, inhibice tvorby reaktivnich kyslikovych radikald v neutrofilnich
granulocytech, aktivace buné€k ptirozeného a adaptivniho imunitniho systému, tah imunitnich
bunék do mista zanétu, indukce degradacnich enzymil, opsonizace cizorodych mikroorganismi
a formovani kanall v jejich bunééné membrané komplementovou aktivaci, naruSujici vnitini
homeostazu bunék a zplsobujici lyzi bunék. Proteiny akutni faze jsou hlavnim diagnostickym
biochemickym znakem urcujici ptitomnost infekce nebo zanétu v organismu. Nejvyznamnéjsi
proteiny akutni faze jsou C-reaktivni protein (CRP), prokalcitonin, sérovy amyloid P (SAP) a
sérovy amyloid A (SAA).
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3.7.2 Mechanismy aktivace SAA v pribé&hu akutni faze a funkce SAA v akutni fazi

Syntéza proteinu SAA v pribéhu akutni faze probiha v hepatocytech pod vlivem
makrofagocytickych cytokintl, zejména IL-1 a IL-6 a TNF-a (Johnson, 1997). Lidsky protein
SAA je produktem genti SA41 a SAA2, které jsou z 90% identické v promotorové oblasti a
v protein kodujicich oblastech. Oba geny jsou upregulovany vyse zminénymi prozanétlivymi
cytokiny, které po navdzani na odpovidajici bunécné receptory indukuji vnitrobunécné
signaliza¢ni drdhy pro fosforylaéni aktivaci transkripnich faktori NFxfB a C-enhancer
vazajiciho proteinu (C-EBP) (Betts et al., 1993). Vazba transkrip¢nich faktori na regulacni
oblasti v promotoru vede k transkripci S44 m-RNA a expresi SAA proteinu. Samotny SAA
stimuluje imunitni buniky (makrofagy, monocyty, neutrofily a dalsi) a indukuje vnitrobunééné
signaliza¢ni drahy vedouci ke zvySené degradaci inhibitoru Ik a tudiz ke zvySené stimulaci a
aktivaci transkripéniho faktoru NFkf a expresi gent pro prozanétlivé cytokiny a chemokiny
(Jijon et al., 2005). Tvoii se tak specifickd cytokinova a chemokinova sit’ (Obrazek 2), ktera
stimuluje leukocyty pro migraci do mista zdnétu (De Buck ef al., 2016).
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Obrazek 2 - Fyziologie SAA. Protein akutni faize SAA je produkovan v jatrech pod G¢inkem
prozanétlivych cytokintit TNF-a a IL-1p, které jsou béhem infekce produkovany makrofagy. Soucasné
probihd stimulace produkce IL-6 v endotelidlnich bunkach a fibroblastech. Samotny IL-6 nebo
v synergii s TNF-o a/nebo IL-1p vyvolava produkci SAA v hepatocytech a nasledné je indukovana
produkce chemokini v rGznych typech imunitnich bun€k (makrofagy, dendritické bunky (DC),
monocyty, endotelialni buiky, fibroblasty). Stimulované chemokiny podnécuji migraci leukocyti
(neutrofily, monocyty) do mista zanétu. LPS: lipopolysacharid. Prevzato a ptelozeno z: (De Buck, et
al., 2016).
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3.8 Vznik AA amyloidu

SAA se po zanétem nebo infekci indukované syntéze v hepatocytech sekretuje do
krevniho ob¢hu, kde se dale transportuje ve vazbé s vysokodenzitnim lipoproteinem (HDL,
high-density lipoprotein). SAA se vaze predominantné na HDL3 fragment a tim odsouva
apolipoprotein A-I (ApoA-I), ktery je hlavni slozkou HDL v krevnim obéhu a SAA se tak
stavaji hlavni slozkou HDL. Cely komplex HDL spoleéné¢ s SAA je pak transportovan do
oblasti zanétu, kde poskozené buiiky uvolnuji velké mnozstvi cholesterolu. Po uvolnéni HDL
jsou SAA v ob¢hu rozeznavany makrofagy a transportovany do lysozomi. Plisobenim
lysozomalni cysteinové proteazy kathepsinu B je cely SAA protein akutni faze v lysozomech
rozStépen na mensi fragmenty — AA proteiny. V normalnim organismu jsou tyto fragmenty
o velikosti 76 aminokyselin pti bézné proteolyze degradovany (Rocken et al., 2005). V piipadé
pretrvavani zanétlivého stavu se rozSt€pené fragmenty z SAA proteinu nedegraduji a
pravdépodobné pusobenim kyselého lysozomalniho prostiedi se meziprodukty (AA proteiny)
oddéluji z lysozomu, preménuji se z a-helixti do formy odolnych B-listti a polymeruji se. Po
usazeni v extracelularnim prostfedi nebo tkanich se na tyto meziprodukty vaze sérovy amyloid
P, rizné glykosaminy a lipidové sloZky, a vznika tak proteosyntéze odolny AA amyloid (Van

der Hilst et al., 2005).

Normalni fyziologicka koncentrace SAA v séru je individudlni, obecné se urcuje
vrozmezi 1-10 pg/ml. Behem akutniho zanétu se koncentrace SAA zvySuje az 1000x (Sack Jr,
2018). Po ukonc¢eni zanétu u normélniho organismu se koncentrace SAA pomoci proteolytické

degradace snizuje na béznou hladinu.

Postizeni pacienti maji fyziologicky trvale zvySenou sérovou koncentraci SAA
(>10 pg/ml) a pretrvavaji u nich rizné chronické zanétlivé stavy. Neni zcela jasné, proc se u
postiZzenych pacientli pravé tyto AA proteiny dlouhodobé ukladaji do tkdni organti a tvofi trvala
loziska. Patofyziologické role SAA proteinu nejsou zatim Uiplné objasnény, lze ale vzit v uvahu
jejich Sirokou biologickou funk¢nost. Je znamo, ze SAA napoméhaji transportu lipidl a jejich
metabolismu. Dals$i roli hraji v bunééné komunikaci, kdy funguji jako forma cytokinu pro
monocyty, nezralé dendritické bunky nebo neutrofily béhem zanéti nebo obrannych imunitnich
mechanismu. Dalsi hypotézou je, Ze SAA proteiny maji schopnost blokovat plisobeni riznych
degradac¢nich enzymil v intracelularnim prostfedi, naptiklad lysozomalni cysteinové protedzy
kathepsinu B (Rocken et al., 2005). Porozuméni patologické roli SAA by v budoucnu velmi
pomohlo v diagnostice, prevenci a v 1é¢bé AA amyloidozy (Sack Jr, 2018).
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3.9 SAA geny, jejich varianty a regulace exprese

SAA proteiny jsou kddovany genetickou rodinou SAA4 gend, které jsou lokalizované na
kratkém raménku chromozomu 11 (11p15.1) (Sellar et al., 1994). Sekvence S44 genll jsou
evolu¢né velmi konzervovany (Uhlar et al., 1994). Gen pro SAA ma 4 izoformy, nazyvané
SAAL, SAA2, SAA3 a SAA4. Nejvice prostudované jsou SAA1 a SAA2, které spolecné¢ koduji
SAA proteiny akutni faze o velikosti 104 aminokyselin, jsou sekvencné témér identické,
vyskytuji se na lokusu ve vzdalenosti 17 kb a pravdépodobné byly odliSeny genovou duplikaci
behem evolucniho vyvoje. Vyznamna vlastnost S441 a SAA2 gent je jejich polymorfismus a
vyskyt alelickych variant SAA1.1, SAA1.2, SAA1.3, SAA2.1 a SAA2.2. Na zéklad¢ ptitomnosti
urcitého haplotypu SAA4 bylo dokdzano zvysené riziko pro rozvoj AA amyloiddzy u urcitych
etnickych skupin. V kavkazské populaci u 90% pacienti s klinicky prokazanou AA
amyloiddzou byla prokazand ptitomnost haplotypu SA417.1 a v japonské populaci se Castéji

vyskytoval haplotyp SA41.3 (Booth ef al., 1998).

Oba geny maji promotorovou oblast, kterd obsahuje vazebné misto pro supresorovy
aktivacni faktor a nuklearni faktory NFkf3 a NF-IL-6 (Betts et al., 1993; De Buck et al., 2016).
Jedna se o transkripcni faktory, které se vdzou na promotory RNA polymerazy II a ovliviiuji
expresi genil pro buniky imunitniho systému. Transkripce probihé po indukci lipopolysacharidii
(LPS) a cytokint, které se navazuji na receptory typu IL-6, IL-1 a néasledné spousti signalni
drahu fosforylaci NFxf3 a NF-IL-6. Tyto transkrip¢ni faktory se translokuji do bunééného jadra
a indukuyji transkripci SA41 a SAA2 genl. Bylo dok4zéano, Ze béhem reakce akutni faze LPS a
cytokiny IL-1, IL-6 a TNF-a indukuji zvySenou transkripcni aktivitu v S447 a SAA2 genech a
exprimuje se tak vice SAA protein (Lowell ef al., 1986). Gen SAA43 je tzv. pseudogen, ktery
nekoduje a nedochédzi u néj k transkripci na mRNA. Pozdéji bylo upfesnéno, ze SAA3 ma
nefunk¢ni promotor a v sekvenci ma inzerci o jedné bazi, kterd vyvolava stop signal v translaci
(Kluve-Beckerman, et al., 1991). Gen S444 koduje SAA, ale v mnohem mensi mife nez SAA41
a SAA2. Nachazi se 110 kb downstream od S443 a 9 kb downstream od S442. Pro pfedstavu

rozmisténi SAA4 gend a promotorové oblasti bylo vytvoieno schéma (Obréazek 3).
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Obrazek 3 - Schéma lokalizace SAA4 genii na chromozomu 11. Vysvétlivky: NF-«f — nuklearni
faktor kappa B (transkrip¢ni faktor), NF-IL-6 — nuklearni faktor IL-6, SAF — supresorovy aktivacni
faktor. Obrazek chromozomu vytvoifen a stazen z programu NCBI Genome Decoration Page
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp), dale upraveno dle (Zhang et al., 2019).

Vrwe

3.10 Standardni postup studia pric¢in vzacnych geneticky podminénych onemocnéni
V této podkapitole je popsan standardni postup urcovani pti€in vzacnych geneticky

podminénich onemocnéni, ktery byl v této praci vyuzit.

3.10.1 Klinicka charakterizace

Zasadni pro urCovani genetickych pfi¢in vzacnych onemocnéni je popis onemocnéni a
urceni jeho podrobné klinické charakterizace popsanim fenotypi, prubéhu onemocnéni a jeho
progresu. Existuji rizné ¢lanky pro odbornou vetejnost a databéze, které shromazd'uji vSechny
dosud znamé informace o konkrétnim onemocnéni a jeho priibéhu a progresi. Vyhledavacim
nastrojem jsou hlavné klicova slova. Nejvyznamngj§i jsou databdze PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) a Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), ve
kterych jsou popsdna vSechna zndma geneticky zplisobena onemocnéni s jejich fenotypem a

navadi pfimo na relevantni kandidatni geny.
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3.10.2 Biochemicka genetika

Historicky se mimo prostého klinického popisu se pro studium onemocnéni pouzivaly
ruzné analytické metody. Analyzy probihaly nejprve na anatomické urovni studiem organii
nebo tkéani, poté na mikroskopické urovni zkoumanim bunck a bunéénych struktur a poté na
biochemické trovni. Tyto metody umoznily klasifikaci onemocnéni do riznych skupin —
napftiklad onemocnéni charakteristickd nahromadénim abnormalniho materidlu v bunkach a
tkdnich, nebo onemocnéni spojend se zménami v zastoupeni nebo koncentracich metabolith
v télnich tekutinach a tkanich. Toto pozndni, moznost charakterizace sttadanych latek a funkcni
nastroje molekularni biologie umoznily vznik a rozvoj biochemické genetiky. Biochemicka
genetika umoziuje studovat genetickou pfi¢inu biochemické poruchy pomoci definice povahy
abnormalné se vyskytujici latky. Pokud je vyskytujici se abnormalni latka protein, lze na
zaklad¢ znalosti sekvence dan¢ho proteinu pomoci programu BLASTX vyhledat v databazi
genovou sekvenci proteinu. Kauzalni mutaci ve znamé sekvenci se dé nasledné hledat metodou
sekvenovani DNA a porovndvanim s referencni sekvenci. V ptipadé, Zze je danou latkou
metabolit, je mozno urcit piisluSnou biochemickou poruchu a néasledné¢ izolovat protein nebo
enzym, ktery je odpovédny za metabolismus této latky. Diky znalosti proteinu je mozno opét
vyhledat v databazi ptislusnou genovou sekvenci a v té nasledné hledat metodou sekvenovani

DNA kauzalni mutaci.

3.10.3 Vazebna analyza

Vazebnd analyza je analytickym ndstrojem pro mapovani a ur€ovani vzajemné
chromozomové lokalizace dvou a vice studovanych lokust. Princip vazebné analyzy je zaloZen
na predpokladu, Ze lokusy, které se nachazeji na jednom chromozomu fyzicky blizko sebe, se
behem meiotického déleni dédi spolecné (jsou ve vazbe) a jsou spolecné pienaseny z generace
na generaci (Bailey-Wilson a Wilson, 2011). Metoda analyzy vazby je zaloZena na sledovani a
kvantifikaci miry spolu-dédi¢nosti sledovanych lokusii v rodindch. Mira spolu-dédi¢nosti se
vyjadiuje pomoci LOD skore (,,Jogarithm of the odds ratio®). LOD skore se pocitad jako
dekadicky logaritmus poméru pravdépodobnosti, ze jsou zkoumané lokusy skute¢né ve vazbé
k pravdépodobnosti, Ze spolu-dédicnost je pozorovana nahodou. Pozitivni LOD skore
naznacuje moznost vazby lokusti. LOD skore vyssi nez 3 je obecné povazovano za statisticky
vyznamny prikaz vazby. Zaporné LOD skére naopak naznacuje, ze sledované lokusy nejsou
ve vazb&. Vazebnd analyza byla hlavnim nastrojem pro konstrukci genetickych map, které
poskytuji informace o vzajemné poloze genl a polymorfnich markert (Sefton a Goodfellow,

1992).
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3.10.4 Genetické mapovani a pozi¢ni klonovani

Princip vazebné analyzy, postupné vzristajici znalost o existenci a genomové lokalizaci
polymorfnich lokusii a moZnosti jejich analyzy umoznily vznik metodiky genetického
mapovani a moznost jeho univerzalniho vyuziti pro zjistovani genetickych pfi¢in onemocnéni.
Zasadni byl objev polymorfismt délkovych restrikénich fragmentli a moznosti jejich vyuziti
pro vytvoreni genetické mapy clovéka a mapovani genii pomoci vazebné analyzy (Botstein et
al., 1980). Koncept genetického mapovani byl impulzem pro objev a vyuziti novych typi
polymorfnich genetickych markerd, napt. mikrosatelitii (kratké tandemové repetice; STR;
»short tandem repeat™) a jednonukleotidovych polymorfismi (SNPs; ,single nucleotide
polymorphisms®). Tyto genetické markery umoznily vznik genetickych a fyzickych map
lidského genomu, a nasledné postupné osekvenovani celého lidského genomu v ramei Projektu
lidského genomu - ,,Human Genome Project (Collins a Fink, 1995). Princip genetického
mapovani je zalozen na sledovani a porovnavani dédi¢nosti jednotlivych polymorfnich alel
analyzovanych genetickych markert u postizenych a zdravych piibuznych jedincii. Nalezeni
alel, které jsou dédény spolecné se studovanou nemoci, spolu se znalosti jejich pozice
v genetické mapé nasledn¢ urcuji pravdépodobnou lokalizaci zmutovaného genu v genomu.
Pro uréeni kandidatni oblasti, ktera je ve vazbé s nemoci se pouziva LOD skore. To je pocitano
pro kazdy testovany geneticky marker. Vypocet LOD skore je mozno provést parametrickym
nebo neparametrickym zplisobem. Parametricky zpiisob se pouZiva v piipad¢ znalosti modelu
dédi¢nosti, penetrance onemocnéni (pravdépodobnost vzniku nemoci pii uritém genotypu),
Cetnosti vyskytu jednotlivych alel analyzovaného genetického markeru v populaci a odhadu
cetnosti vyskytu mutované alely (Ott et al., 2015). Neparametricky zplisob vazebné analyzy
nepracuje s genetickym modelem nemoci, ale porovnava frekvence alel mezi postizenymi a
zdravymi jedinci v rodinach nebo populacich a predpokladéd existenci alely, kterou postiZzeni
ptibuzni zdédili od spolecného piedka (IBD, ,identical by descent”) (Thompson, 2013).
Genetické mapovani vymezuje oblast genetickych markert se statisticky vyznamnym LOD
skore a umoZiuje vytvorit seznam genll lokalizovanych v jejich blizkosti. Z téchto genti jsou
nasledné vybrany takové, které maji potencionélni vztah ke studovanému fenotypu a tyto geny

jsou poté sekvenovany.
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3.10.5 Sekvenovani genomii a vznik databazi

Béhem historického procesu vyvoje genetického mapovani a sekvenovani lidského
genomu postupné nariistal pocet osekvenovanych DNA od riiznych jedincii, které se vzajemné
porovnavaly a byly nalézany rizné varianty na urovni jednotlivych nukleotidl. Se zvysSujicim
se poctem osekvenovanych DNA rliznych organismi bylo nutné vytvofit nové vetejné
pristupné néstroje pro ulozeni a analyzu nukleotidovych sekvenci. Vzniklo tak Narodni centrum
pro biotechnologické informace (NCBI; ,,The National Center for Biotechnology Information®)
a databaze vSech genomovych sekvenci ,,GenBank“. Dal$im bioinformaticky vyznamnym
nastrojem je vzajemné porovnavani sekvenci pomoci riznych pocitacovych programi, z nichz
jsou nevice vyuzivané CLUSTAL, BLAST nebo FASTA. Na zakladé propojeni vSech dosud
desetitisicii osekvenovanych DNA vznikla databaze ,,RefSeq“, coz je referencni sekvence
lidského genomu (Pruitt, Tatusova a Maglott, 2005). Se zvysujici se znalosti sekvence lidského
genomu vznikaly dal$i integrované genomové prohlizece, napt. ,,UCSC genome browser* nebo
ENSEMBL, které poskytuji moznost online vyhleddvani, ziskdvani a analyzy genomovych
sekvenci a jejich ptisluSnych strukturnich a funkénich anotaci (Fujita et al., 2011; Flicek et al.,

2011).

3.10.5.1 Sekvenovani nové generace (NGS)

S postupem znalosti sekvence lidského genomu se rozvijely nové metody sekvenovani
DNA, které jsou oznaCovany jako sekvenovani nové generace (NGS; ,Next generation
sequencing®). Ugelem bylo vytvofit postupy a technologie, které by umoznily rychlé, levné a
paralelni sekvenovéani velkého poctu genoml nebo jejich ¢asti a rozsifily tak kapacitu
klasického Sangerova sekvenovani. Prvni Gispé$né provedenou NGS technologii byla metoda
pyrosekvenovani, komercné rozvijena firmou 454 Life Sciences (pozd¢ji firma Roche, USA).
Soucasné se rozvijely technologie celogenomového sekvenovani (WGS; ,,Whole Genome
Sequencing®) pomoci ligace fluorescencné znacenych oligonukleotidii - SOLiD (,,Sequencing
by Oligonucleotide Ligation and Detection®; Life Sciences), nebo pomoci fluorescenc¢nich
reverzibilnich dideoxy-terminatorii na sekvenacnich pfistrojich Solexa, pozdéji Illumina

(Heather a Chain, 2016).

Sirokému pouzivani NGS technologii nejprve branila technologicka naro&nost,

relativné vysoka cena, obtizna schopnost analyzy a interpretace velkého mnozstvi dat.
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3.10.5.2 Celogenomové sekvenovani

Metoda celogenomového sekvenovani umoziuje podrobnou analyzu celé oblasti
genomu a lze hledat a identifikovat vSechny potencionalni kauzalni varianty, jak v kodujicich
(exomovych) oblasti, tak i nekddujicich oblasti genomu. Celogenomové sekvenovani umoziuje
odhaleni unikatnich genetickych variant na zdklad¢ porovnani genomové informace jedince

nebo skupiny jedincii s genetickou variabilitou populace.

3.10.5.2.1 Cilené sekvenovani
Technika cileného sekvenovani umoznuje osekvenovat pouze vybrané geny nebo

definované oblasti genomu. Vyuziva se hlavné pii zkoumani genetickych variant v populaci.

3.10.5.2.2 Exomové sekvenovani

Vsechny protein kodujici sekvence se nachazi v exomové oblasti, ktera predstavuje
celkem 1% oblasti celého lidského genomu. Proto je exomové sekvenovani jednodussi,
rychlejsi, levnéj$i a umoziuje vys$si pokryti (Yang et al., 2013). Zavazné mutace, které
zpisobuji onemocnéni se z 85% nachédzi v exomové oblasti (Choi ef al., 2009). Exomové
sekvenovani je v soucasné dob€ univerzdlni metodou pro efektivni urovani genetickych

variant v ramci jednoho genomu a odhalovani pfic¢in geneticky podminénych onemocnéni.

3.10.5.2.3 RNA sekvenovani

RNA sekvenovani (transkriptomové sekvenovani) sekvenuje vSechny soubory RNA
(mRNA, tRNA, rRNA), zvané jako transkriptom. VyuzZivd se k odhaleni pfitomnosti a
mnozstvi RNA v daném okamZiku, kvantifikaci transkriptomu a jeji strukturni analyzu, pro
zjiStovani vlivu na dynamicky bunéény transkriptom a pro poskytnuti dalSich objektivnich
informaci (analyza exprese kodujici i nekddujici RNA v genomu, identifikace novych nebo

alternativné sestfizenych transkripti) (Chu a Corey, 2012).

3.10.5.2.4 Sangerovo sekvenovani

Princip Sangerovy enzymatické metody sekvenovani vyuziva DNA templat pomoci
DNA polymerazy pro vytvoteni jednotetézcovych kopii riznych délek béhem in vitro replikace
DNA a urcuje tak potadi nukleotidii v daném tseku DNA. Pro vymezeni Zddaného DNA tseku
pro sekvenovani jsou vyuzivany primery, které se ptipojuji ke komplementarni Casti templatu
a ohranicuji tak urCitou oblast DNA. Sekvenacni reakce probihd pro vSechny

4 dideoxynukleotidy v jedné mikrozkumavce, které jsou riznymi fluorescenénimi barvami

33



oznaceny, snimany nabojoveé vazanou CCD kamerou a pomoci softwaru jsou zobrazovany

v podobé¢ barevnych kiivek.

3.10.6 Geneticka variabilita ¢lovéka

Geneticka variabilita ¢lovéka se postupné odkryvala s rozsifovanim technologie NGS a
moznosti sekvenovani vybranych sad genti nebo genomovych oblasti, sekvenovani exomt nebo
rozsahlych sekvencnich studii celych genomi velkého poctu lidi a populaci. Zvysujici se pocet
analyz odhalil obrovskou genetickou variabilitu ¢loveka i celych populaci a vznikl tak projekt
»HapMap* (,,The International HapMap Project.", 2003). Projekt urcuje spole¢né formy variant
a haplotypovou strukturu lidského genomu. Jeden ze zékladnich néstrojii pro hledani
ptipadnych kauzalnich genetickych variant u geneticky podminénych onemocnéni je znalost
mutability jednotlivych genti a znalost populacnich frekvenci jednotlivych variant. Diky
projektim, jako napft. ,,The 1000 Genomes Project”, ,,The Genome 10K Project®, ,,Exome
Variant Server®, ,,The Exome Aggregation Consortium* (ExAC), ,,The Genome Aggregation
Database* (gnomAD), nebo ,,The Single Nucleotide Polymorphism Database* (dbSNP) je
znamo desitky milioni genetickych variant a jejich Cetnost vyskytu v riiznych genech a

populacich.

Na zaklad¢ vyhledavani v databézich, ptisn¢ho filtrovani, vzajemného porovnéavani
sekvenci a unikatnich variant, Cetnosti vyskytu a konzervovanosti variant lze hodnotit

ptipadnou kauzalitu hledané mutace zpusobujici geneticky podminéné onemocnéni.

3.10.7 Princip dualni luciferazové eseje

Metoda dualni luciferazové eseje poskytuje efektivni piistup pro studium exprese
specifickych genli pomoci genovych reportérii. Reportérovy gen je fuzovan se studovanym
genem a poté klonovan do expresniho vektoru. Expresni vektor s chimérickou sekvenci je
pfenesen do vhodnych kompetentnich buné€k. Exprese genu v bunice se méfi transkripcni
aktivitou reportérového proteinu pomoci metody luciferazové eseje. Jeji princip spociva
v detekovani a méteni svételného signdlu vyvolaného dvéma rozdilnymi bioluminiscen¢nimi
enzymy v ramci jednoho systému. Jedna se o enzym luciferdzu, ktery je izolovany ze svétlusek
Photinus pyralis a Renilla reniformis. Enzymy se liSi v substratech, kofaktorech a ve vlnové
délce luminiscence. Reportérovy gen +luc ze svétlusky Photinus pyralis je fazovan do genové
sekvence expresniho vektoru a umoznuje zméfit luminiscencni aktivitu exprese zkoumaného

promotoru. Luciferaza z Renilla se pouzivd pii druhém meéfeni pro stanoveni UspéS$nosti
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transfekce. Vytvoreny signal je zméfen luminometrem sestdvajicim z fady fotonasobicii nebo
kamery s nabojové vazanym zatizenim (CCD) a lze snadno srovnavat, jestli mutantni gen
ovlivituje jinak regulaci genovych produktti, nez wild-type gen (Technical manual Dual-

Luciferase®Reporter Assay 2015; Madison, WI, USA); (https://worldwide.promega.com/-

/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/dual-luciferase-reporter-assay-system-

protocol.pdf?la=en).
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4. Metody a postup prace

4.1 Pacienti a urceni typu amyloidézy

Proband (316, Obrazek 7), trpici ve svych 35 letech chronickym onemocnénim ledvin,
a ve?25 letech biopticky prokdzanou renalni amyloidézou, kontaktoval spolupracujici
nefrologické pracovisté (profesor Ivan Rychlik) z diivodu zhorSené proteinurie a progrese
onemocnéni ledvin. Rodinnd anamnéza odhalila piitomnost podobné probihajiciho onemocnéni
u dalSich pfimych ptfibuznych a naznacila moznost geneticky podminéné pticiny. Na zaklad¢
spoluprace probanda, oSetiujicich praktickych 1€kaii a specialisti nefrologii byli piibuzni
probanda osloveni s prosbou o spolupraci v ur€eni genetické pfi¢iny nemoci v rodiné. Na
zaklad¢ souhlasu Etické komise VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. 1ékarské fakulty
Univerzity Karlovy a poskytnuti informovaného souhlasu umoznili jednotlivi ¢lenové rodiny
ptistup k relevantni dostupné zdravotni dokumentaci, podstoupili cilena biochemicka vySetfeni
a poskytli biologicky material k izolaci nukleovych kyselin a k imunohistochemické analyze

bioptického ¢i autoptického materialu.

Diagnoza amyloiddzy byla potvrzena na zakladé pozitivniho histologického barveni
Kongo cerveni a ptitomnosti charakteristického zeleného dvojlomu ve vzorcich §titné zlazy

(pacient 316), lymfatickych uzlin (pacient 21), jater (pacient 23) a ledvin (pacient 33).

Diagn6za AA amyloidézy byla urCena pomoci imunohistochemického vySetieni
s pouzitim anti-SAA protilatek (DAKO A/S, Glostrup, Dansko) a na zaklad¢ proteomické
analyzy vzorku S§titné Zlazy pacienta 316. Tato data jsou soucasti pfipravované publikace,

nikoliv této diplomové prace.

Sérové koncentrace SAA byly uréeny pomoci ELISA kitu (Human SAA, BioSource
Europe S.A., Belgie). C-reaktivni protein, dal$i zanétlivé markery a biochemické parametry

byly stanoveny pomoci standardnich metod v laboratofich klinické biochemie.
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4.2 1zolace DNA

4.2.1 Izolace DNA z nesrazlivé krve
Genomova DNA pacientl a kontroly byla izolovana z 200 pul nesrazlivé krve pomoci
kitu QIAamp DNA Blood Mini Kit od firmy QIAGEN (Hilden, Némecko) podle protokolu

poskytnutého vyrobcem.

Do 1,5 ml zkumavek bylo napipetovano 20 ul QIAGEN proteazy. Nasledné bylo do
kazdé zkumavky ptiddno 200 pl krve a 200 pul AL pufru (AL Buffer). Zkumavky byly
promichény na vortexu po dobu 15 sekund. Vzorky byly inkubovany po dobu 10 minut pfi
56 °C v termobloku. Po inkubaci byly vzorky kratce stoceny na centrifuze a do kazdé zkumavky
bylo pfidano 200 ul 96% EtOH. Zkumavky byly opét promichdny na vortexu po dobu
15 sekund a po promichani byly znovu kratce stoceny na centrifuze. Vzorky byly pfeneseny na
oznacené kolonky ve 2 ml zkumavce. Kolonky byly sto¢eny na centrifuze (4300 x g, I minuta
pii laboratorni teploté) a eluat byl slit. Na kolonku bylo nasledné napipetovano 500 ul
promyvaciho AWI1 pufru (AW1 Buffer), zkumavky byly stoeny (4300 x g, 1 minuta pfi
laboratorni teploté) a eluat byl slit. Na kolonku bylo napipetovano 500 pl promyvaciho AW2
pufru (AW2 Buffer). Zkumavky byly stoceny (13200 x g, 3 minuty pfi laboratorni teploté) a
eluat byl slit. Kolonky byly poté sto¢eny nasucho (13200 x g, 1 minuta pii laboratorni teplotc)
a preneseny do Cistych oznacenych zkumavek. Na kolonky bylo napipetovano 80 pl elu¢niho
AE pufru (AE Bufferu). Kolonky byly inkubovany po dobu 3 minut pfi laboratorni teploté a
poté byly stoceny (4300 x g,1 minuta pfi laboratorni teplot€). Eluat s genomovou DNA byl
prenesen do oznacené zkumavky. Kvalita a mnoZstvi izolované DNA byly zkontrolovany
pomoci agar6zové elektroforézy a spektofotometricky pii 277 nanometrech na spektofotometru
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorky byly uskladnény v lednici pfi -20 °C pro

dalsi pouziti.

4.2.2 1zolace DNA z parafinového bloc¢ku

[zolace genomové DNA probéhla z 12 let star¢ho parafinového blocku se
zafixovanymi tkanémi, které byly biopsii odebrany ze srdce a ledvin pfi pitve pacienta ID 33.
Blocky byly celou dobu ulozeny v laboratofi. Samotna izolace DNA probéhla s pomoci kitu
AllPrep DNA/RNA Mini Kit od firmy QIAGEN (Hilden, Némecko) podle protokolu

poskytnutého vyrobcem.

Pomoci mikrotomu bylo nakrajeno 5 tenkych fezli o tlouStce 10 pum, které byly

pfemistovany do 1,5 ml zkumavky. Byly pfipraveny 4 zkumavky s 5 fezy ze srdecni tkdné a
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dal$i 4 zkumavky s 5 fezy ztkané ledvin. Do zkumavek bylo pfidano 1 ml xylenu, ktery
rozpustil parafin. Zkumavky byly promichény a stoceny na centrifuze (13200 x g, 2 minuty pfi
laboratorni teplot¢). Po stoceni byl xylen odsat a do zkumavek bylo ptfidano 1 ml 96% EtOH.
Zkumavky byly promichany a stoCeny na centrifuze (13200 x g, 2 minuty pii laboratorni
teplote). Krok promyvani 96% EtOH a staceni byl 3x opakovan. Zkumavky byly inkubovany
s otevienym vickem po dobu 10 minut v termostatu pii 37 °C. Pelety byly poté resuspendovany
v 300 pl lyzacniho ATL pufru z kitu. Do smési bylo nésledné piidano 35 pl proteindzy K.
Zkumavky byly inkubovany po dobu 1 hodiny pii 90 °C a nésledné bylo piidano
200 pl lyzacniho AL pufru. Zkumavky byly inkubovany po dobu 10 minut pii 70 °C. Po
inkubaci bylo do zkumavek ptidano 200 pl 96% EtOH a zkumavky byly stoceny na vortexu.
Suspenze byla ptepipetovana na kolonku ve sbérné zkumavce a byla inkubovana po dobu
1 minuty pfi laboratorni teploté. Sbérné zkumavky s kolonkami byly stoceny na centrifuze
(13200 x g,1 minuta pii laboratorni teploté) a roztok byl odstranén. Bylo pfidano
500 pl promyvaciho AW1 pufru a zkumavka byla sto¢ena (13200 x g, 1 minuta pfi laboratorni
teploté) a roztok byl slit. Nasledné kolonka byla promyta promyvacim pufrem AW2 a
zkumavka byla stocena (13200 x g, 3 minuty pfi laboratorni teploté¢). Zkumavka s kolonkou
byla stocena nasucho na centrifuze (13200 x g, 3 minuty pii laboratorni teplot¢) a kolonka byla
premisténa do Cisté zkumavky. Na kolonku bylo napipetovano 40 pl eluéniho AE pufru a byla
inkubovana po dobu 3 minut pfi laboratorni teploté. Zkumavka byla poté stocena (13200 x g,
1 minuta pii laboratorni teploté). Eluat s DNA byl pfenesen do Cisté zkumavky. Kvalita a
koncentrace DNA byla zmétfena na spektrofotometru Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,

USA).

4.3 1zolace RNA z bunék periferni krve

4.3.1 Priprava leukocyti na izolaci RNA

Pro izolaci RNA byly nejprve pfipraveny leukocyty z 10 ml nesrdzlivé a nechlazené
krve. Pro oddéleni leukocytl v krvi bylo erstvé ptipraveno 40 ml lyza¢niho roztoku. Roztok
byl sloZen z 0,4 ml 10mM KHCOs3, 1,24 ml 155mM NH4Cl a 8 ul 0,1mM pufru s kyselinou
ethylendiamintetraoctovou (EDTA). MiliQ Nuclease Free H,O byla pfidana do celkového
objemu 40 ml roztoku. Centrifuga byla vychlazena na teplotu 6 °C. Pro kazdy vzorek bylo
ptipraveno 2 x 40 ml ledové vychlazeného lyzacniho roztoku. Do 50 ml kénické zkumavky
typu Falcon s roztokem bylo pfiddno 8 ml nesrazlivé nechlazené krve. Falcon zkumavky byly
inkubovéany na ledé¢ po dobu 30 minut s obCasnym promichanim a stoCeny na centrifuze

(360 x g, 10 minut pfi teploté 6 °C). Supernatant byl poté slit. Buniky, které byly kontaminované
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cervenymi krvinkami byly promyty 20 ml druhého lyza¢niho roztoku. Smés byla inkubovéana
na ledu po dobu 20 minut a znovu stocena na centrifuze (360 x g, 10 minut pfi teploté 6 °C).
Supernatant byl slit a peleta promyta 20 ml lyzacnim roztokem. Poté byl vzorek opét stocen na
centrifuze (360 x g, 10 minut pfi teplot¢ 6 °C) a supernatant byl slit. Suchad peleta byla
resuspendovana v 5 ml PBS pufru a sto¢ena na centrifuze (360 x g, 10 minut pfi teploté 6 °C).
Supernatant byl slit a peleta znovu resupendovana 2 ml PBS pufrem. Vzorek byl pienesen do

1,5 ml zkumavky a stocen na centrifuze pfi (360 x g, 10 minut pii teploté 6 °C)

4.3.2 Izolace RNA

Suchd peleta byla nasledn¢ resuspendovédna 1 ml lyza¢nim roztokem TRIzol™
(Invitrogen™, USA). Vzorek byl zhomogenizovan ve sklenéném homogenizatoru byl
inkubovan po dobu 10 minut pti laboratorni teploté. Do vzorku bylo ptidano 0,2 ml chloroformu
a po dobu 15 sekund byl vzorek dikladné protfepavan v ruce. Vzorek byl poté inkubovan po
dobu 10 min pfi laboratorni teploté. Vzorek byl stocen na centrifuze (12000 x g, 15 minut pii
teploté 4 °C). Vzorek byl separovan do tii fazi: 1. vodni faze obsahujici RNA, 2. interfaze
obsahujici DNA a 3. organicka faze obsahujici proteiny. Bylo pieneseno 600 pl vodni faze
s RNA do nové zkumavky. K vodni fazi bylo pfidano 500 pl ledové vychlazeného izopropanolu
a zkumavka byla inkubovana po dobu 10 minut pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl vzorek
stoc¢en na centrifuze pii (12000 x g, 15 minut pii teploté 4 °C). Supernatant byl odsat a k peleté
s RNA byl pfidan 1 ml ledové vychlazené¢ho 75% EtOH. Vzorek byl stocen na centrifuze pti
(12000 x g, 5 minut pfi teploté 4 °C). Krok s pfidavanim 75% EtOH a centrifugaci byl nasledné
2x opakovan. Supernatant byl odsat a peleta vysuSena. Vysusena peleta byla pipetou rozpusténa
ve 25 ul MiliQ Nuclease Free H>O. Kvalita a koncentrace izolované RNA byla zkontrolovana
na spektrofotometru Nanodrop pifi vinové délce 260 nm. Vzorky byly poté uskladnény

v mrazaku pii teploté - 80 °C.

4.4 Genotypovani a vazebna analyza

Vzorky genomové DNA byly genotypovany pomoci Affymetrix GeneChip® Mapping
10K 2.0 Arrays (Affymetrix, ThermoFisher, USA) podle protokolu poskytnutého vyrobcem, na
servisnim pracovisti Ustavu molekularni genetiky v Praze. Data byla zpracovana pomoci
GeneChip operating Software (GCOS) 1.4. Jednotlivé SNP genotypy byly ureny pomoci
Affymetrix Genotyping Analysis Software (GTYPE) 4.1.

Parametricka vazebna analyza a analyza haplotypii byly provedeny v programu Merlin

(Abecasis et al.,, 2002) na zakladé modelu piedpokladajiciho autozomalné¢ dominantni
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dédicnost s 99% veékoveé nezavislou penetranci, 1% moznosti fenokopii a 0,1% frekvenci
mutované alely v bézné populaci. Rodokmen, vysledky vazebné analyzy a pravdépodobné
haplotypy byly vizualizovany v programu HaploPainter (http://haplopainter.sourceforge.net/)
(Thiele a Nurnberg, 2005).

4.5 Sekvenovani

4.5.1 Celogenomové sekvenovani

Celogenomové sekvenovani (WGS, Whole Genome Sequencing) na platformé Ilumina
probiha v néslednych krocich: 1) ndhodné fragmentaci vychozich makromolekul DNA na
fragmenty pfiblizné stejné velikosti pomoci ultrazvuku nebo kombinace restrikénich enzymi;
2) odstranéni vzniklych 5- a 3- jednovldknovych konct fragmenti DNA pomoci vhodné
endonukledzy; 3) pfipojeni pro vzorek specifickych dvouvlaknovych oligonukleotidii adaptéra
na jednotlivé fragmenty DNA pomoci DNA ligazy; 4) fyzické umisténi jednotlivych fragmenti
DNA na povrch sekvenaéni kazety; 5) in situ PCR amplifikace a naslednd sekvenace
jednotlivych  DNA  fragmenti pomoci metodiky zalozené na postupné inkonporaci
fluorescencné znacenych reverzibilnich deoxy-terminatort; 6) urceni sekvence jednotlivych
DNA fragmentli pomoci analyzy obrazu; 7) mapovani sekvenci jednotlivych fragmenti DNA
na referencni genom pomoci zvoleného mapovaciho software; 8) genotypovani — urceni rozdila
(variant) v sekvenci analyzovaného vzorku oproti referen¢ni sekvenci; 9) anotace variant —
pfifazeni znamych informaci k jednotlivym variantam a 10) komplexni genetické a funkéni

interpretaci variant nalezenych v analyzovanych vzorcich.

V tomto projektu byly analyzovany vzorky genomové DNA od 4 piibuznych osob
s klinicky prokazanou AA amyloidozou — 31, 314, 412 a 414 a jedné zdravé piibuzné osoby
37.

Pro urceni sekvence genomt bylo fragmentovano vzdy 5 pg genomové DNA pomoci
ultrasonikace na pftistroji Covaris E220 (Covaris, USA) na fragmenty o délce + 350 parti bazi.
Sekvenacéni knihovny byly pfipraveny pomoci kitu KAPA Hyper Prep Kit (PCR-free) (Roche,
USA). Kazda knihovna byla pfipravena s pouZitim unikatnich dudlnich oligonukleotidovych
adaptertl (Generi-Biotech, CR) umoziiujicich zpétné pfitazeni fragmentii k pivodnimu vzorku.
Kyvalita a mnozstvi pfipravené genomové DNA v pfipravené knihovné byly ureny pomoci kitu
KAPA Library Quantification Kit (Roche, USA) a kvantitativniho PCR na pfistroji
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA). Pfipravené knihovny

byly sekvenovany na pratokové S2 platformé na sekvenatoru NovaSeq™ 6000 (Illumina, USA)
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v Nérodnim centru 1ékarské genomiky (www.ncmg.cz) v rezimu 2-krat 151 bazi s primérnym

cilovym pokrytim 30X.

Sekvence jednotlivych fragment byly mapovany na lidsky referencni genom (Hg19)

pomoci programu Novoalign (http://www.novocraft.com/) (Novocraft, Malajsie) s pouzitim

ptednastavenych vychozich parametrti. Sekvenéni varianty byly ur¢eny pomoci balicku GATK

(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us) (McKenna et al., 2010). Varianty byly anotovany

pomoci nastrojti SnpEff4.3T (http://snpeff.sourceforge.net/) (Cingolani et al., 2012) a GEMINI

(https://gemini.readthedocs.io/en/latest/) (Paila ef al., 2013).

Varianty byly vizualizovany v prohlize¢i Integrative Genome Viewer (IGV)

(http://software.broadinstitute.org/software/igv/) (Thorvaldsdottir ez al., 2013).

Pro urceni a funkéni anotaci kandidatnich variant byly vybrany pouze varianty, které
byly pfitomny u vSech postizenych, nebyly pfitomny u zdravého piibuzného 37 a v referencni
databazi gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/) se vyskytovaly ve frekvencich < 0,0001
(Karczewski et al., 2020).

4.5.2 RNA sekvenovani

Sekvenacéni analyza RNA probihd v nasledujicich krocich: 1) izolace celkové RNA;
2) odstranéni kontaminujici DNA ze vzorku RNA pomoci DNazyl; 3) odstranéni kontaminujici
ribozomalni RNA; 4) fragmentace a reverzni transkripce RNA na jednovldknovou DNA;
4) syntéza komplementarniho DNA vldkna pomoci DNA polymerazy; 5) odstranéni vzniklych
5’- a 3’- jednovlédknovych konct fragmenti DNA pomoci vhodné endonukleazy; 6) pfipojeni
dvouvléknovych oligonukleotidovych adaptéri na jednotlivé fragmenty DNA pomoci DNA
ligdzy; 7) obohaceni vzorku pomoci PCR s pouzitim adapterovych primerd s pro vzorek
specifickymi sekvencnimi indexy, které umoziuji zpétné piifazeni fragmentt k ptivodnimu
vzorku; 8) fyzické umisténi jednotlivych fragmenti DNA na povrch sekvenacni kazety;
9) in situ PCR amplifikace a nasledna sekvence jednotlivych DNA fragmentli pomoci metodiky
zaloZené na postupné inkonporaci fluorescencné znacenych reverzibilnich deoxy-terminatort;
10) urceni sekvence jednotlivych DNA fragmentd pomoci analyzy obrazu; 11) mapovani
sekvenci jednotlivych fragmenti DNA na referenni genom pomoci zvoleného mapovaciho

software; 12) princip bioinformatické analyzy.

V tomto projektu byly analyzovany vzorky RNA od 4 ptibuznych osob s klinicky
prokdzanou AA amyloidézou — 31, 314, 412 a 414; 10 zdravych rodinnych pfislusnika a

3 externi kontroly.
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Vychozi RNA byla zbavena genomové DNA pomoci TURBO™ Dnasel (2U/ul)
Ambion (Invitrogen™, ThermoFisher Scientific, USA). 2,5 pg RNA bylo zbaveno ribozomalni
RNA pomoci kitu Ribo-Zero™ Magnetic Gold Kit (Epicentre® Biotechnologies, Illumina,
USA). Sekvenacni knihovny byly pfipraveny pomoci kitu NEBNext® Ultra™
Directional RNA Library Prep Kit for [llumina® E7420S (New England Biolabs, USA). Kazda
knihovna byla pfipravena s pouzitim jednoho unikatniho oligonukleotidového adaptéru
(Generi-Biotech, CR) umozitujiciho zpétné pfifazeni fragmenttl k ptvodnimu vzorku.
Ptipravené¢ knihovny byly sekvenovany na sekvenatoru HiSeq2500 (Illumina, USA)

v Narodnim centru l1ékatské genomiky (www.ncmg.cz) v rezimu 2-krat 101 bazi s praimérnym

cilovym pokrytim 30X. Sekvence jednotlivych fragmenti byly mapovany na lidsky referencni

genom (Hg19) pomoci programu STAR alligner (https://github.com/alexdobin/STAR/releases)

s pouzitim pfednastavenych vychozich parametrii (Dobin ef al., 2013). Mira genové exprese
byla vyjadiena pomoci parametru FPKM (Fragments Per Kilobase Million, ktery urcuje pocet
genove unikatnich fragmentti vztazenych na délku genu v kilobazich a po¢et milionti unikatnich
fragmentli mapovanych v ramci analyzovaného vzorku. Urceni jednotlivych gen-specifickych
FPKM, jejich normalizace mezi vzorky a porovnani mezi skupinou pacientii a kontrol bylo

provedeno pomoci softwarového balicku Cufflinks (http://cole-trapnell-

lab.github.io/cufflinks/) (Trapnell et al., 2012). Jednotlivé fragmenty a pokryti genu byly

vizualizovany v prohlize¢i IGV.

4.5.3 Sangerovo sekvenovani

Ovéteni kandidatni mutace v genu SA47 urcené pomoci WGS a studium jeji segregace
ve studované rodin€ bylo provedeno pomoci Sangerova sekvenovani na kapilarnim sekvenétoru
ABI 3500xL (Applied Biosystems, Life Technologies, USA). Templat pro sekvenovani byl
piipravem pomoci polymerazové fetézcové reakce (PCR, polymerase chain reaction) za pouZiti

oligonukleotidovych primerti:

e SAAl_prom_1U (5-AGTGCAGTGGCGTGATTATAG)
e SAAIl_prom_L (5-AATGGTATGGCTGTATGCCCC).

Sekvence primert byly navrZzeny pomoci programu Primer Blast, dostupného na webové
strance National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Ye et al, 2012). Primery byly

nasyntetizovany firmou Generi-Biotech (CR).
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e PCR amplifikace genové oblasti promotoru SA41 a priprava DNA templatu pro

Sangerovo sekvenovani

Optimalizované primery SAAl prom 1U a SAAl prom L byly pouzity pro PCR
reakci a amplifikaci vzorkii genomové DNA ze zkoumané rodiny. Byl pfipraven mix
chemikalii, slozen z 156,2 ul H>O, 177 pl 2x Taq DNA Polymerase Red Master Mixu a
7,1 ul mixu primerd SAAI_prom_1U a SAAI1_prom_1U. 24 ul smési bylo vneseno do
zkumavek s 1 ul templatové genomové DNA. PCR reakce probéhla na pfistroji C2 (DNA
Engine Dyad Peltier Thermal Cycler, Bio Rad, USA) v nésledujicim teplotnim programu:
1) inicidlni denaturace pti 94 °C po dobu 2 minut; 2) 30 cykli denaturace pii 58 °C po dobu
15 sekund, nasedani primert pfi teploté a syntézy DNA pfi teploté 72 °C po dobu 45 sekund;
a 3) kone¢né syntézy DNA pfi teploté 72 °C na 10 minut.

Koncentrace produktti byla zméfena na spektrofotometru Nanodrop. Kvalita a mnozstvi
amplifikovanych produktii kontrolni DNA byla stanovena pomoci elektroforézy (100 V po
dobu 1 hodiny) v 1% agarovém gelu s 1 pl zelenym barvivem (Gel Green). Bylo pouZito
5 ul markeru DNA Gene Ruler 100 bp plus Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)a 5 ul PCR
produktti. Gel byl nasledné¢ vizualizovan na transluminatoru (Vilber Lourmat TFX-20 MX,

SIGMA, USA) pod ultrafialovym svétlem.

e Izolace PCR produktii SA4A41 promotoru
PCR produkty pro nésledné Sangerovo sekvenovani byly preciStény od piipadnych
kontaminanti (proteiny, soli) a izolovany kitem MSB Spin PCRapace (Stratec, Invitek

Molecular; Némecko) podle vyrobcem dodaného protokolu.

Do 1,5 ml zkumavek se vzorky bylo pfidano 200 pl vazajiciho pufru (Binding Buffer).
Po propipetovani byla smés se vzorkem pfenesena na kolonku spinového filtru v novych ¢istych
purifika¢nich zkumavkéach. Zkumavky byly inkubovany po dobu 1 minuty pii laboratorni
teploté a nasledné stoceny na centrifuze (14000 x g, 4 minuty pfi laboratorni teplote). Spinovy
filtr s usazenou DNA byl pfenesen do novych 1,5 ml zkumavek. Na kolonku spinového filtru
bylo napipetovano 20 pl elua¢niho pufru (Elution Buffer). Zkumavky byly stoc¢eny (11000 x g,
1 minuta pfi laboratorni teplot€). Na kolonkach spinového filtru byl uchycen odpad a na dné
zkumavek byl eluat s preCiSténou DNA. Kvalita a koncentrace vzorkid byla zméfena na

spektrofotometru Nanodrop.
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e Piiprava vzorki pro Sangerovo sekvenovani

Nejprve bylo nutné pripravit sekvenacni reakci, ktera obsahovala templat DNA, primer,
vodu, specialni sekvena¢ni pufr a fluorescenéné oznacené dideoxyribonukleotidy (ddNTP)
z kitu. Pro nasledné Sangerovo sekvenovani za ucelem ovétreni kauzalni mutace byly pouzity
vzorky s piecisténou DNA. Piedem danym objemem pro sekvenovani bylo 250 femtomola
(fmol; 107" mol). Na zakladé délky PCR produktii (450 bp), zméfené koncentrace vzorki
v ng/ul a primérné molarni hmotnosti jednoho paru bazi (650 g/mol) byl proveden vypocet pro
objem a pomér sekvenacni reakce zvlast pro kazdy vzorek. Sekvenacéni reakce byla slozena

z 1 pl primeru SAA1 prom_U, spocitaného poméru H>O a vzorku do celkového objemu 15 pl.

Takto ptipravené vzorky byly napipetovany do mikrotitracni desticky s kapacitou
96 jamek (vzorkll). Desticka byla vloZzena do termocykleru, kde probéhla cyklicka reakce a
doslo k amplifikaci DNA templatu. K vzorktim byl pfidavan pouze jeden primer, amplifikace
byla tedy linearni. Vysledkem byla smés rtizn¢ dlouhych usekii DNA. Poté bylo nutné
purifikovat smés sekvenacni reakce, aby byly oddéleny nevyuzité volné ddNTP, které by mohly
naruSovat detekci vysledné sekvence. Purifikace prob¢hla pomoci komeréniho kitu BigDye
XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems™, ThermoFisher, USA). Desticka

s purifikovanymi vzorky byla poté vlozena do sekvenatoru.

e Sangerovo sekvenovani

Sekvenacni reakce probihala pro vSechny 4 nukleotidy v jedné mikrozkumavce pomoci
komeréniho kitu BigDye® Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™,
ThermoFisher, USA). Pro sekvenaci byl vyuZivan princip kapilarni elektrofézy s pouzitim
pufru EDTA. Fragmenty DNA, které obsahovaly jednu ze 4 fluorescen¢nich znacek, byly
oddélovany polymerem POP-7 a nasledné ozatovany laserem. Po excitaci bylo emitované
svétlo sniméno tzv. CCD kamerou. Vyhodnocené emisni obrazce byly vyhodnocovany pomoci
pocita¢ového programu GeneMapper® ID-X Software (Applied Biosystems™, ThermoFisher,
USA) a prevadény do podoby barevnych kiivek.
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4.6 In silico analyza kandidatni mutace v promotorové oblasti S441
Funkéni vyznam regulacni oblasti kolem mista kandidatni varianty byl zhodnocen
pomoci zndmych anotaci lidského genomu dostupnych v prohlizeci USCS genome browser

(https://genome.ucsc.edu) (Kent ef al., 2002). Sekvencni konzervovanost kandidatniho lokusu

u Clovéka byla urCena pomoci databaze gnomAD. Pro zhodnoceni eventualnich efekti
kandidatni varianty v promotorové oblasti v genu SA4/ na vazebnd mista transkripcnich
faktori bylo vyuzito databaze vazebnych sekvenci eukaryotickych transkripénich faktord

TRANSFAC 2019.2 (http://genexplain.com/transfac/) (Wingender et al., 1996).

4.7 Funk¢ni studie

4.7.1 Stanoveni transkrip¢ni aktivity mutované promotorové oblasti SAA41

Vliv kandidatni mutace na transkripéni aktivitu SA47 byl studovan in vitro pomoci
luciferazového testu. Princip stanoveni probiha v nasledujicich krocich: 1) klonovani studované
promotorové oblasti do plazmidu kodujiciho luciferazu (+luc); 2) vneseni rekombinantniho
plazmidu do vhodného bunééného typu; 3) produkce luciferazy v mnozstvi zavislém na aktivité

studovaného promotoru a 4) méteni aktivity produkované luciferdzy (Obrazek 4).

45


https://genome.ucsc.edu/
http://genexplain.com/transfac/

¥
FNA T ]\/ Transfekce do bunék HepG2

L

5 promotor 3

Transkripce i

mRNA Inciferdza AAAAN

Translace i

enzym luciferdza

S ! O 5 O .
s ] | I = | + substrat
N R + AMP + PR + 002
O-Lusmin g Ohngtackerin
0—0—U
SIGNAL :

Fhorirs Renilla

buandéénd kultars

. Qm s vekiory leciferaza huciferarn
o —-:"_J=:':— o : LS [« s
A WA R
N ﬁ IR d OH = aktivita promotoru
o H 1 _ ey e
Ho ) Rencile lcifiriza + 0 i
Coeletterazin Codeumansd

méfend v redlném Case
u
-
| E
=
———

Obrazek 4 - Princip dualni luciferazové eseje. Studovana promotorova oblast SA4/ byla vnesena
do plazmidové sekvence pied oblast kodujici gen pro luciferazu luc+. Vektor pGL3 byl transfekovan
do HepG2 bun¢k. Transkripéni aktivita promotoru syntetizovala enzym luciferazu. Po reakci se
substratem probéhla enzymaticka bioluminiscenéni reakce Photinus a Renilla luciferazy a intenzita
svételné reakce znacila aktivitu promotoru. Vysvétlivky: HepG2 — buiky hepatocelularni nadorové
linie; RNA Pol — RNA polymeraza; TF — transkrip¢ni faktory; luc+ — gen pro luciferazu. Obrazek byl
vytvofen a upraven na zaklade€ riznych schémat; obrazek plazmidu byl pfevzat z Promega Corporation
(USA); schéma genové regulace a enzymatickych reakci Photinus a Renilla luciferazy
v transfekovanych bunkach HepG2 bylo pfevzato a upraveno z (ThermoFisher Scientific, nedatovano)
(https://www.ThermoFisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-

center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/luciferase-reporters.html); obrazek

terciarni struktury proteinti (enzymu Photinus a Renilla ) byl ptevzat z online databaze RCSB Protein
Data Bank (https://www.rcsb.org/structure/1LCI a https://www.rcsb.org/structure/2PSH) (Berman et
al., 2000).
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Pro provedeni luciferazového testu byly pouzity vektory pGL3 Basic a Control Vector
(Promega Corporation (USA), (Obrazek 5) a bunky hepatocelularni nadorové linie HepG2
(ATCC®, USA).
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ori pGL3-Basic 0 32 . mal |28
Vector e | et il
(4818bp) n 2443[Sall (5256bp)
so10la0 Neol 86 2442|BamH| SV40 Promoter
a luc+ Hindlll 245
2004 |BamHI Narl 121 SV40 Enhancer ot 276
luc+
Narl 313
SV40 late SV40 late
poly(A) signal poly(A) signal
(for luc+ reporter) (for luc+ reporter)
Hpaf)w 902 Xbal 1742 Hpal 2094 xpal 1934

Obrazek 5 - Mapy plazmidi typu pGL3 — Basic a Control Vector. Vysvétlivky: luc+ - cDNA
kédujici modifikovanou svétluskovitou luciferazu; Amp” — gen pro rezistenci na ampicillin v E. coli;
fl ori — pocatek replikace odvozeného z vlaknitého (filamentous) bakteriofagu; ori — pocatek
plazmidové replikace v E. coli. Sipky v Iuc+ a v Amp” genu naznaéuji smér transkripce; Sipky v f1 ori
naznacuji smér syntézy DNA (pfevzato z Promega Corporation, USA).

4.7.2 Klonovani promotorové oblasti SAA41

V tomto projektu byly testovany aktivity promotorové oblasti SAA1 odpovidajici
genomove pozici chrll: 18287098-18287957 (Hgl9). Prislusnd genomova oblast (pSAA1)
byla amplifikovana z genomové DNA pacienta 31 pomoci PCR. Pro PCR byl pouzit 2x Red
PCR Master Mix Mix (ROVALAB GmbH, Némecko) a primery:

e Kpnl pSAA]1_U (5'-CATAAATTGGTACCGCCCATCCTGAGGAAATGACT-3")
e Xhol pSAAI_L (5'-CGTTTAATCCTCGAGAATGGTATGGCTGTATGCCCC-3"),

obsahujici na svych 5’-koncich specifické sekvence rozpozndvané restrikénimi enzymy Kpnl
a Xhol. PCR reakce byla provedena na pfistroji C2 (DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler,
Bio Rad, USA) v nésledném teplotnim programu: 1) inicialni denaturace pii 94 °C po dobu
2 minut; 2) 30 cykli denaturace pii 94 °C po dobu 10 sekund, naseddni primert pii teplote
59 °C po dobu 15 sekund a syntézy DNA pfi teploté 72 °C po dobu 45 sekund; a 3) konecné
syntézy DNA pfi teploté 72 °C po dobu 10 minut.
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Ziskany pSAA1 produkt byl klonovan do plazmidu pCR3-TOPO (Takara Bio USA;
ptvodné Clontech Laboratories, USA) pomoci kitu TOPO TA Cloning (ThermoFisher, USA).
Ziskany rekombinantni plazmid byl vnesen do kompetentnich E.coli DH5a bunkach (One
Shot™ TOP10, Invitrogen™, ThermoFisher, USA) pomoci teplotniho Soku (vodni lazen
o teploté 42 °C po dobu 30 sekund) a nasledné inkubace na led¢. Transformované buiiky byly
selektovany na agarovych plotnach s ampicilinem. Jednotlivé kolonie byly rozpéstovany
v 5 ml LB média a pfitomnost SA4/ inzertu byla testovana pomoci PCR. Pro PCR byl pouzit
2x Red PCR Master Mix Mix (ROVALAB GmbH, Némecko) a primery:

e Kpnl pSAA]1 U (5'-CATAAATTGGTACCGCCCATCCTGAGGAAATGACT-3")
e Xhol pSAAI L (5"-CGTTTAATCCTCGAGAATGGTATGGCTGTATGCCCC-3").

Klony obsahujici pSAAI byly néasledné kultivovany v objemu 150 ml LB média a
ptislusna plazmidovd DNA byla izolovana pomoci kitu ZymoPURE™II Plasmid Maxiprep Kit
(Zymo Research, USA). 1,5 ml bakteridlni kultury bylo sto¢eno v2 ml centrifugacnich
zkumavkach (14000 x g, 1 minuta pii laboratorni teploté). Médium bylo odséato a k peleté
bakterii bylo pfidano 400 pl ledové vychlazeného lyza¢niho roztoku. Lyzat byl promichdn na
vortexu po dobu 30 sekund a nasledné¢ inkubovan po dobu 3 minut pfi laboratorni teploté. Lyzat
byl pfepipetovan na kolonku s izolaéni membranou a stocen (14000 x g, 1 minuta pii laboratorni
teplot¢). Na membranu s izolovanou DNA bylo naneseno 400 pl promyvaciho pufru (Wash
Buffer), membrana byla promyta pomoci centrifugace (14000 x g, 1 minuta pfi laboratorni
teploté) a nasledné vysusena dalsi centrifugaci (14000 x g, 1 minuta pfi laboratorni teplot¢).
Kvalita a mnozstvi ziskané plazmidové DNA byla stanovena pomoci gelové elektroforézy

(75 V, 1 hodina) a spektrofotometru Nanodrop.

Plazmidy obsahujici pSA41 (pSAA1-TOPO) a plazmid pGL3 Basic (Promega
Corporation, USA) byly rozstépovany restrikénimi enzymy Kpnl (TOYOBO Co., Ltd,
Japonsko) a Xhol (TOYOBO Co., Ltd, Japonsko) pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Produkty
restrikénich reakci byly rozdéleny elektroforézou na 1% agar6zovém gelu. Fragmenty DNA
odpovidajici pSAAI a linearizovanému plazmidu pGL3 Basic byly izolovany z gelu kitem
PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, ThermoFisher, USA). Nasledné byly tyto
produkty smichany a spojeny pomoci T4 ligazy. Ziskané rekombinantni plazmidy byly vneseny
do kompetentnich bunék FE.Coli, typ DHS5a (Takara Bio USA, Inc.; pivodné¢ Clontech
Laboratories, Inc., USA) pomoci teplotniho Soku (vodni lazenn o teplot¢ 42 °C po dobu

30 sekund) a nasledné inkubace na ledé€. Transformované buiiky byly selektovany na agarovych
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plotnach s ampicilinem. Jednotlivé kolonie byly rozpéstovany v 5 ml LB média a pfitomnost

SAA1 inzertu byla testovana pomoci PCR s pouzitim primert:

e SAAIl prom 1U (5- AGTGCAGTGGCGTGATTATAG-3")
e SAAIl prom L (5'- AATGGTATGGCTGTATGCCCC-3").

Pozitivni klony plazmid byly néasledné kultivovany v objemu 150 ml LB média a
prislusna plazmidova DNA byla izolovana pomoci kitu ZymoPURE™II Plasmid Maxiprep Kit
(Zymo Research, USA). Sekvence klonovanych pSAA1 byly analyzovany pomoci Sangerova

sekvenovani s pouzitim oligonukleotidi:

e SAAI1l prom 1U (5'- AGTGCAGTGGCGTGATTATAG-3")
e SAAIl prom L (5'- AATGGTATGGCTGTATGCCCC-3").

Pro [luciferdzovy test byly vybrany klony, které obsahovaly mutovanou alelu
(MT_SAA1_pGL3) a nemutovanou alelu (WT_SAA1_pGL3).

4.7.3 Transfekce HepG2 bunék

Vzhledem k tomu, ze SAA 1 je témét vyhradné exprimovan v jatrech, byly pro provedeni

luciferdzového testu pouzity bunky hepatoceluldrni nadorové linie HepG2.

e Piiprava HepG2 bunék pro transfekci

HepG2 buiiky byly kultivovany v 10 ml EMEM média (Eagle’s Minimum Essential
Medium, GIBCO, Thermo Fisher Scientific, USA) v 25 ml kultivac¢nich lahvich Cell Culture
Flask (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Némecko).

Konfluentni bunky byly omyty 10 ml PBS pufru (Phosphate-Buffered Saline, GIBCO™
ThermoFisher, USA) a trypsinizovany v 10 ml 1x trypsinu (GIBCO™ ThermoFisher, USA)
10 minut pii laboratorni teploté. Uvolnéné buinky byly pifeneseny do 50 ml koénické
centrifugacni zkumavky (typ Falcon) obsahujici 20 ml EMEM média a sto¢eny na centrifuze
(1120 x g, 5 minut pti laboratorni teplote). Bunécna peleta byla resuspendovéana nejprve pomoci
pipety v 1 ml EMEM média a nasledné v dalSich 10 ml EMEM média pomoci vortexovani.
Koncentrace bunék v médiu byla ur¢ena pomoci analyzatoru bun¢k Vi-Cell XR Cell Viability
Analyzer (Beckman Coulter, Life Sciences, USA). Ziskand bunécna suspenze byla nafedéna

EMEM médiem na pozadovanou kone¢nou koncentraci 400 000 HepG2 bunék/750 pl média.
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750 pl pripravené bunécné suspenze bylo napipetovano do jednotlivych kultiva¢nich jamek na

12-ti jamkové desticce, které byly nasledné inkubovany pies noc v inkubéatoru pti 37 °C.

¢ Transfekce HepG2 bunék lipofectaminem
Viabilita a konfluence pres noc narostlych HepG2 bunék byla nejprve zkontrolovana

pod svételnym mikroskopem.

Plazmidy (pGL3_Control, pGL3_Basic, WT_SAA1_pGL3 a MT_SAA1_pGL3) byly
nafedény OPTI-MEM médiem (optimalizované Minimal Essential Medium, Life

Technologies, USA) na koncentraci 1 ng DNA/ul.

S vyuzitim kitu Lipofectamine® 3000 Transfection Kit (Invitrogen, ThermoFisher,
USA) byly pfipraveny 2 mixy. Mix 1, ktery obsahoval 1,5 ml OPTI-MEM média
(optimalizované Minimal Essential Medium, Life Technologies, USA) a 45 pl transfekéniho
reagentu Lipofectaminu™ 3000 byl pfenesen v objemu 40 pl do 1,5 ml zkumavek. Mix 2
obsahoval 250 pul OPTI-MEM média, 10 pl transfekéniho reagentu P3000™ a 3,57 pl Renilla
enzymu a byl vpraven do novych 1,5 ml zkumavek. Do téchto zkumavek s Mixem 2 byly
pridavany plazmidy (pGL3_Control, pGL3_Basic, WT_SAA1_pGL3 a MT_SAA1_pGL3).
Do smési byl nasledné pfidan Mix 1 v poméru 1:1 (250 pl: 250 pl). Smés byla promichéna na

vortexu a inkubovana po dobu 10 minut pii laboratorni teplot¢.

Z desticek s butkkami bylo z kazdé jamky pipetou odsato médium. Do kazdé jamky bylo
nasledn¢ podle potadi piidano 100 pl smési a pipetou byla smés promichéna s bunkami

v jamce. Desticky byly inkubovéany po dobu 48 hodin v termostatu pfi teploté 37 °C

e Lyze transfekovanych HepG2 bunék

Viabilita a konfluence transfekovanych bunc¢k byla nejprve zkontrolovana pod
svételnym mikroskopem. Bunécné kultury byly omyty 1 ml PBS (GIBCO™, ThermoFisher,
USA). K omytym buitkkdm bylo pfidano 250 pul 1x PLB lyza¢niho pufru (5X Passive Lysis
Buffer, Promega, USA) a bunky byly lyzovany na 3-D michac¢ce po dobu 15 minut pii
laboratorni teploté. Poté byly zlyzované buiiky v jamce pipetou resuspendovany a preneseny
do 1,5 ml zkumavek. Roztok s lyzovanymi buiikami byl sto¢en na centrifuze (14600 x g,

30 sekund pii laboratorni teplot&). Ciry supernatant byl pienesen do novych 1,5 ml zkumavek.
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4.7.4 Méreni luciferazové aktivity

Luciferazova aktivita v pfipravenych bunécnych lyzatech byla stanovena v 12 ml
mikrobiologickych zkumavkach podle protokolu z kitu Dual — Luciferase® Reporter Assay
System (Promega, USA) na luminometru Sirius Single Tube Luminometer (Titerek-Berthold,

Némecko).

Luminiscencni aktivita odpovidajici mife exprese luciferazy a aktivité studovanych
promotorovych sekvenci byla méfena 10 sekund a byla vyjadiena v relativnich svételnych
jednotkach za sekundu (RLU/s) (Relative Light Unit per second). Hodnoty méfeni byly

zobrazovany na displeji luminometru a vysledky byly ru¢né zapisovany.

Méfeni luminiscence probihalo ve dvou fazich.

1. méfeni: méfeni aktivity promotoru prostrednictvim sledovani aktivity Photinus

svétluskovité (Firefly) luciferazy s reagentem Luciferase Assay Reagent II (LAR II)

Me¢éfteni luminiscence Photinus luciferazy bylo provedeno pomoci roztoku LAR II z kitu.
Lyofilizovany praskovy luciferazovy substrat (Luciferase Assay Substrate) byl rozpustén
v 10 ml luciferazového pufru (Luciferase Assay Buffer II) a promichan. Nasavaci hadicka
luminometru byla vloZena do 12 ml zkumavky se substratem. Nasledn¢ byly pfipraveny Ctyti
12 ml zkumavky pro jednotlivé konstrukty s objemem 20 pl. Pfistroj automaticky ptidaval do
vzorku 100 pl luciferdzového substratu. Na zakladé probéhnuté enzymatické reakce byla

zmétena luminiscencni aktivita Photinus. Po 1. méfeni byl pfistroj dikladné promyt.

2. méreni: urceni ucinnosti transfekce prostiednictvim sledovani aktivity Renilla

luciferazy s reagentem Stop & Glo® Reagent

Pro 2. méfeni byl pouzit 1X nafedény roztok z 50X koncentrovaného substratu (Stop &
Glo® Substrate). (10 ml pufru Stop & Glo® (Stop & Glo® Buffer) a 0,2 ml substratu 50X Stop
& Glo®). Nasledné byly ptipraveny celkem ¢tyfi 12 ml zkumavky pro jednotlivé konstrukty
s objemem 20 pl. Pfistroj automaticky piidaval do vzorku 100 pl substratu Stop & Glo®.

Na zakladé probéhnuté enzymatické reakce byla tak zméfena luminiscencni aktivita Renilly.
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e Vypocdet relativni promotorové aktivity SAA41

Luciferazovy test byl proveden ve 4 nezavislych opakovanich. V ramci kazdého opakovani
byly pro kazdy testovany konstrukt ,wild-type“ (WT_SAAIl_pGL3) a ,mutant”
(MT_SAA1_pGL3) provedeny 4 nezavislé transfekce. Pro kazdou transfekci byly zméteny
hodnoty RLU/sec pro Photinus luciferazu (phRLU) a pro Renilla luciferazu (reRLU). Relativni
hodnoty promotorové aktivity (wt_RRLU a mt_RRLU) byly pro jednotlivé transfekce
vypocteny jako pomér ptislusnych pARLU/reRLU. Vypoctené hodnoty wt_RRLU a mt_ RRLU
byly v ramci kazdého opakovani normalizovany na primérnou hodnotu RRLU=1 a konstantni
pomér pruméri wt_ RRLU a mt_RRLU. Normalizované hodnoty wt RRLU a mt_RRLU
ziskané pro jednotlivé transfekce byly porovnany pomoci oboustranného t-testu na hladiné

vyznamnosti 0,05.
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5. Vysledky

5.1 Pacienti a urceni typu amyloidézy

e Revize a doplnéni klinickych informaci a biochemickych vysledku upiesnily klinicky

status jedinci

Zaucelem uptesnéni klinického statusu byly u zemftelych jedinct s klinicky prokazanou
amyloidézou dohledany patologické zpravy a vyzadany vzorky bioptického a autoptického
materidlu. 'V téchto materidlech byla diagnéza AA amyloidézy potvrzena pomoci
imunohistopatologické analyzy (Obrazek 6). U Zijicich ¢lentli rodiny byly opakované provedeny
vySeteni sérovych hladin SAA a zikladnich biochemickych parametrii charakterizujicich
pfipadnou pfitomnost zanétu (plazmaticky ceruloplazmin; CRP) a funkci ledvin (sérovy

kreatinin).

Obrazek 6 - Imunohistochemicky prikaz AA amyloidu v tkani §titné Zlazy. (A) Piitomnost
amorfniho materialu obarveného Kongo Cerveni v tkéni §titné zlazy pacienta 316. (B) Charakteristicka
dichromaticka difrakce Kongo Cerveni obarvenych tkani do vyrazné zeleno-zlutych barev, prokazuje
pritomnost amyloidt v depozicich. (C) Prikaz abnormalniho extracelularniho materialu pomoci anti-
SAA1 protilatek. Fotografie byly ptfevzaty z archivu Imunohistopatologické laboratofe dédicnych
metabolickych poruch na Klinice pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. lékatské fakulty
Univerzity Karlovy.

Aktualni klinicky status jednotlivych ¢lenti rodiny je uveden v Obrazku 7. Segregace
onemocnéni, piipadné trvale zvySenych plazmatickych koncentraci SAA v rodiné odpovida

modelu autozomalné dominantni dédi¢nosti.
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e Potvrzeni diagnozy AA amyloidozy

Imunohistopatologickd vysetieni potvrdila diagnézu AA amyloid6ézy u pacienta 23 a nové
u pacienta 33. Opakovana vysetieni SAA v séru (Tabulka 2 a Obrazek 8) prokazala trvale
zvySené koncentrace SAA u vSech pacientil s klinicky prokazanou AA-amyloid6zou (pacienti
31, 314 a 316). Jedinec 37 s neupfesnénym statusem mél hodnoty SAA na hranici normy
(<10 pg/ml) a klinicka informace nesvédcila pro pfitomnost AA amyloidézy. Trvale zvySené
koncentrace SAA naznacujici genetickou dispozici pro vznik AA amyloidozy byly dale zjiStény
u jedinct 42, 412, 414 a 415. U jedince 414 byly v poslednim roce zjiStény proteinurie a

hepatopatie a diagnéza AA amyloidozy byla stanovena imunohistopatologicky.

ZvySena produkce SAA proteinli je mimo jiné stimulovana uc¢inkem IL-6
(Obrazek 1). U ctyft jedinct s klinicky prokazanou AA amyloidozou (31, 314, 316 a 414) byla
proto zahdjena biologickéd 1écba monoklonalni protilatkou Tocilizumab (RoActemra Roche),
ktera inhibuje aktivitu IL-6 receptoru (Okuda, 2019). Lécba Tocilizumabem vedla u souboru
pacientl ke sniZzeni hladiny SAA (Obrazek 8—A), ale jeji efekt u jednotlivych pacientli neni
jednoznaény (Obrazek 8-B).
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Y

SAA

23 24 25 26 27 28
n/a +- n/a n/a
o [ OO /10O OO O O]
31 32 33 34 35 36 37 38 39 310 311 312 313 314 315 316 317
+/- +/- - -l- 4 -l- */- +-

o e 0 O O u O oo

41 42 43 44 45 46 a7 48 49 410 411 412 413 414 415
- +- nia - - - +/- 4 +- +-

Obrazek 7 - Rodokmen studované rodiny s familiarni formou renalni SAA amyloiddzy. Legenda znacéek: ¢tverec — muz; kruZznice — Zena; bilé pole
— zdravy fenotyp; Sedivé pole — nejasny fenotyp; ¢erné pole — postizeny fenotyp; preskrtnuté pole — tmrti; +/- - pfitomnost vyskytu mutace v chrl1:18287683

T>C, nalezena pomoci celogenomového sekvenovani nebo cileného genotypovani; -/- - nepfitomnost vyskytu mutace; n/a — nelze aplikovat (not available,
vzorky pro DNA analyzu nebyly dostupné); p -> proband.
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Tabulka 2 - Sérové koncentrace SAA u jednotlivych ¢leni rodiny v obdobi 2007-2020.

ID
jedince
24
25
26
31*
32
33
35
37
38
310
312
314*
315
316*

317
41
42
46
47
48

412

413

2007

21

1,2
11,3

2,26
38,8

19,9

7,6
33

3,9

14,5

2009

8,5
4.5
28,2
3,9
2,8
9,9
4
7,6
1,8
17,4
2,7
27,9

5.3
10,1
14,9
3,7

27

10,2

2010 2014
33,2 -
- 11

- 3,6

- 28,8

_ k%
26,2%%* _
30,55 -
- 3,6

- 13,5
9,5

- 58,1

2015

13,3

11,5

3,9

2016 2017
44 24

9,8 12,6/
17,4

) 12,7

1-6/2018 7-11/2018

19%%* 28
- 3,8
14,8 11,1%*
12,8 32,5
) 60,1

4/2019 = 7/2019 3/2020

30,2 32,9 33
12,1 - 4,3
8,8 - 12,8
13,8 - 72,4
- 8,9 R
- 24,6 -
- 6,9 B
- ] ;
= 9’6 -
28,6/ 30 46,9
30
- 5 ;



LS

414* 89,6 19,4 - - - - 34,1 28,2 44,3 55,0> 12,9 12,3

11,5%*
415 44,8 9,2 - - 18,5 23,5 22,3 - 16 23,2 26,8 19,2
22 - - - - - - - - - - - -
44 - - - 3,6 - - - - 7,6 4,1 - 3,5
45 - - - 3,6 - - - - 8,5 10,9 18,6 7,3
410 - - - 3,6 - - - - - - - -

Sérové koncentrace SAA byly u ¢lenti rodiny méfeny rutinnimi diagnostickymi testy. Pacienti (nosi¢i mutace) oznaceni * v souc¢asné dobé podstupuji 1écbu (31,
314, 316 a 414), ** doba zah4ajeni 1écby Tocilizumabem a *** zvysSena koncentrace SAA v plazmé byla pfitomna souCasné se zvySenou koncentraci CRP.
Norma koncentrace SAA v séru je <10 pg/ml.
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Obrazek 8 — Koncentrace SAA v séru. (A) Srovnani sérovych koncentraci SAA mezi nosici
mutace bez 1€cby, nosi¢i mutace s [é¢bou Tocilizumabem a zdravymi jedinci v rdmci rodiny. Barevné
teCky a ¢isla odpovidaji identifikatorim osob uvedenych v rodokmenu. Normalni koncentrace SAA
v séru je <10 pg/ml. (B) Sérové hladiny SAA u jednotlivych ¢lent rodiny v obdobi 2007-2020.
(C) Koncentrace SAA u zdravych ¢lent rodiny v obdobi 2007-2020.
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5.2 Vazebna analyza

e Vazebna analyza urcdila kandidatni geneticky lokus AA amyloid6zy na chromozomech
4all

Na zaklad¢ uptesnénych klinickych statust byla ve studované rodin¢ provedena parametricka

vazebna analyza a analyza haplotypli. Analyza provedena na zédkladé modelu predpokladajiciho

autozomalné¢ dominantni dédi¢nost s 99% ve€kové nezavislou penetranci, 1% moznosti

fenokopii a 0,1% frekvenci mutované alely v bézné populaci urcila kandidatni lokusy na
chromozomech 4 a 11 (Obrazek 9).

Parametricka vazebnéa analyza S4.4

w40
B2y
4
a
Q
g []

0.0 {J
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Parametricka vazebna analyza S44

T 407 }
3
e
a
= 0.0

-4.0
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l!l M 1
T T T

40.0 80.0 120.0  [chr. 11; cM]

Obrazek 9 - Parametricka vazebna analyza. Analyza byla provedena v programu Merlin
(http://csg.sph.umich.edu/abecasis/merlin/index.html). Oblast s nejvyssim LOD skore znaci nejvyssi
pravdépodobnost vyskytu mutovaného genu v oblastech 100-120 ¢M na chromozomu 4 a v oblastech

20-42 ¢cM a 60-75 cM na chromozomu 11.
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5.3 Sekvenovani

e Celogenomové sekvenovani odhalilo u pacienti s AA-amyloidézou privatni mutaci

v promotoru SAA1

Vzhledem k negativnim vysledkim pfedchozich genetickych vySetfeni, ktera vyloucila
pritomnost kauzalni mutace v protein kodujicich oblastech genu S44 7 (Sangerovo sekvenovani
SAAI) i v ostatnich protein kédujicich oblastech genomu (celoexomové sekvenovani) bylo
v rodiné¢ provedeno celogenomové sekvenovani u 4 pacientd s klinicky prokazanou AA

amyloidozou — 31, 314, 412 a 414 a jedné zdravé piibuzné osoby 37.

Primarni analyza vychdzela z ptfedpokladu, Ze kauzdlni mutace musi byt pfitomna
vyhradné u vSech pacientll, nesmi byt pfitomna u zdravého ptibuzného a musi byt v bézné
populaci velmi vzacna, tj. jeji frekvence musi byt < 0,0001. Tento ptfedpoklad spliovalo

v ptivodnim souboru variant 3118 ,,vzacnych* variant.

Dalsi analyza vychazela z predpokladu, Ze by kauzalni mutace méla byt v genomovém
lokusu, sdileném od spoleéného predka, ktery vykazuje zvySeny vyskyt téchto sdilenych
vzacnych variant. Pro uréeni téchto lokust byly genomové pozice vSech sdilenych variant
importovany jako vlastni datovy soubor (,,custom track) do verze Hgl9 genomového
prohlizece UCSC Genome Browser a vizualizovany podél jednotlivych chromozomi. Tato
analyza urcila Ctyfi sdilené kandidatni oblasti — dvé na chromozomu 1 (chrl:17545968-
28389817; chrl:157191634-167541667), jednu na chromozomu 11 (chrl1:7379498-
23144520) a jednu na chromozomu 14 (chr14:76229597-107038521) (Obrazek 10).
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Obrazek 10 — Oblasti genomu se zvySenym vyskytem sdilenych vzacnych variant u

pacientii s AA amyloiddzou. Pozice jednotlivych vzacnych variant byly exportovany do genomového
prohlize¢e UCSC Genome Browser. Zelené ramecky na chromozomech 1, 11 a 14 znaci oblasti vykazujici zvySeny
vyskyt sdilenych variant. Chromozom 2 demonstruje absenci takovychto oblasti.

Nasledujici analyza vychazela z hypotézy, Ze kauzalni mutace, kterd je ve sdilené
kandidétni oblasti mize ovlivilovat miru exprese mutovan¢ho genu. Pro tuto analyzu bylo
pouzito dat ziskanych sekvenovanim RNA izolované z leukocyti u jedinct s klinicky
prokazanou AA-amyloidézou — 31, 314, 412 a 414; 10 zdravych rodinnych pfislusniki a
3 externich kontrol. Ze ziskanych dat porovnavajicich rozdil exprese RNA mezi vzorky
pacientd a kontrol byly nejprve ureny geny lokalizované ve sdilenych kandidatnich oblastech.
Mezi témito geny byly nasledné urceny ty, které vykazovaly statisticky nominalné (p<0,5)
zménénou expresi mezi obéma skupinami. Tato analyza urcila 6 genti (CDA, ZDHHCIS,

MRVII, SAALI, PIK3C2A, RPS13); (Tabulka 3).

Nasledné¢ byly vtéchto genech hleddany v souboru ,sdilenych variant piipadné
kandidatni varianty. Nalezené 4 varianty (Tabulka 4) byly identifikovany i u zdravych osob
v populacné specifické databazi NCLG a byly proto vylouceny jako kandidatni.
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Tabulka 3 - Diferencialné exprimované geny v kandidatnich oblastech

gen lokus zacatek
CcDA chrl = 20915440
ZDHHC18 @ chrl | 27153200
MRVII chrll = 10562818
SAALI chrll = 18091481

PIK3C24, @ chrll = 17095935
RPS13

konec
20945401
27184093
10715535
18127638
17229530

soubor_1

P

< T

soubor_2 hodnota_1 hodnota_2
K 18,47 11,07
K 43,36 26,82
K 6,44 4,19
K 3,51 5,89
K 410,08 3019,62

log2 (2/1)
-0,739
-0,693
-0,62
0,7445

2,88

p_nominalni
0,035
0,058
0,028
0,042
0,00005

P_

korigované
ne
ne
ne
ne

ano

Vysvétlivky: gen — identifikator pfislusného genu; lokus, zacatek, konec — pozice genu na chromozomu (Hg19); soubor 1 — pacienti s AA-amyloid6zou (P) ; soubor 2 — kontroly
(K); hodnota 1 — primérné RPKM pro gen v souboru pacientt; hodnota 2 — praimérné RPKM v souboru kontrol; log2 (2/1) — dvojkovy logaritmus poméru hodnot 2 a 1;
p_nomindlni — statistickd vyznamnost zmény poméru hodnot 1 a 2 pro pfislusny gen; p_korigované — statistickd vyznamnost pro piislusny gen korigovana na pocet testovanych

genll

Tabulka 4 - Varianty nalezené v diferencialné exprimovanych genech

chrom zacatek konec ref
chrl 20936802 20936804 AT
chrll 10614104 10614105 T
GGAGA
chrll 10720021 10720030
GATA
chrll 17211808 17211810 CA

alt

G

C

typ

indel

snp

indel

indel

gen

CDA
MRVII

MRVII

PIK3C24

impact_so

varianta v intronu

varianta v intronu

varianta v upstream
oblasti

varianta v intronu

num_hom_
ref
62
84

84

85

num_het

19
4

4

num_hom_
alt
8
1

0

in_exac

0

aaf_gnomad_

all

-1

Vysvétlivky: chrom — chromozom, na kterém leZi varianta; zacatek - pozi¢ni zacatek iseku DNA s mutaci genu (Hgl9); konec — pozi¢ni konec useku DNA s mutaci; ref -
referencni alela; alt — alternativni alela pro danou variantu; typ — typ varianty (indel — inzerce nebo delece v useku DNA, snp — jednonukleotidovd zména); gen — nazev genu;
impact_so — lokalizace mutace v ramci genu; num_hom_ref - pocet homozygotl pro referencni (ref) alelu; num_het — pocet pozorovanych heterozygoti; num_hom_alt —

pocet homozygotu pro referenéni (alt) alelu v populacné specifické databazi NCLG; in_exac — frekvence vyskytu v databazi EXAC; aaf gnomad — pozorovana frekvence
vyskytu alely pro alternativni alelu v databazi gnomAD.



Dalsi analyza vychazela zfunk¢ni anotace genti lokalizovanych v kandidatnich
oblastech. Tato analyza odhalila u pacientii ,,privatni* mutaci chr11:18287683 T>C (Hgl9)
v promotorové oblasti S44171 (Obrazek 11). Tato varianta neni uvadéna v zadnych vefejné
dostupnych genetickych databazich ani v referen¢ni populacné specifické databazi NCMG.
Je lokalizovana v sekven¢né¢ konzervované oblasti promotoru SA47 (Obrazek 13), v misté
rozvolnéného chromozomu (citlivém na $t€épeni DNazou) a v misté, na které se vazi transkripéni

faktory NR3C1, CEBPB, STAT3, FOS a POLR2A (Obrazek 14).

Analyza vSech nalezenych vzacnych i populacné Castych variant v genu S4417 déle
odhalila, ze je mutace chr11:18287683 T>C u vSech sekvenovanych pacienti piitomna
ve vazb¢ cis s dalSimi dvéma variantami - chrll: 18290859 C>T; p.A70V; rs1136743; a
chrll: 18290874 T>C; p.V75A; rs1136747, které vytvareji amyloidogenni haplotyp S441.1 -
p.70Val, p.75A (Obrazek 12) (Booth ef al., 1998).
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Obrazek 11 - Mutace chr11:18287683 T>C nalezena pomoci celogenomového
sekvenovani. Snimek obrazovky zprohlizece IGV dokumentujici ptitomnost kandidatni
heterozygotni mutace chrl11:18287683 T>C u pacienti s AA amyloidézou a jeji nepiitomnost

v kontrolnich vzorcich (Cerveny ramecek). Kandidatni mutace je v blizkosti popula¢né Casté varianty
chr11:18287750 G>C (rs1829575; populacni frekvence 0,77), (modry ramecek).

63



e
aw
L - J— [ —
31 picant soses A reaignes o | (E5L
e
T c [
5 c G
F— :
B c G
FYemp—rep— | = | [ || i=\
=
o
¢
o
5 <
B < &
;
414 picani soded RS mdup bam T c 6
: ¢ ¢
314 picand sorted MO, mectup tave | | P-¥T
= | ] | )
o
T c
e
c i ¢ ¢
B 3 G .
P — = ﬁ:‘
e
o
¢
st 6 : . ¢
¢

Obrazek 12 — Haplotyp SAA41.1 nalezeny pomoci celogenomového sekvenovani. Snimek
obrazovky z prohlizece IGV dokumentujici pfitomnost rizikového haplotypu SA417.1 u pacientl s AA
amyloidozou (Cerveny ramecek).
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Obrazek 13 — Sekvenc¢ni konzervovanost promotorové oblasti SA41 v okoli mutace
chr11:18287683 T>C. Snimek obrazovky vypisu z databaze gnomAD dokumentujici unikatnost
nalezené mutace (Cerveny ramecek) a nizkou miru genetické variability v jejim okoli. Jednotlivé Sedivé
teCky znazornuji lokalizaci zndmych genetickych variant. Jejich populacni frekvence je uvedena
v tabulce vpravo dole.
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Obrazek 14 — Vazba transkrip¢nich faktori NR3C1, CEBPB, STAT3, FOS a POLR2A
v sekven¢né konzervovaném misté promotorové oblasti SAA41. Snimek obrazovky vypisu
z genomového prohlize¢e UCSC Genome Browser ukazujici transkripéni faktory, které se vazi na
mutovanou oblast SAA. Misto mutace je zndzornéno ¢ervenym rdmeckem.

e Mutace v promotoru segreguje s klinickymi projevy AA amyloidézy a trvale

zvySenymi plazmatickymi (sérovymi) hladinami SAA

Pfitomnost mutace chrl1:18287683 T>C a rizikového amyloidogenniho haplotypu
SAA1.1 byla ovéfena a testovana v genomové DNA pacienti pomoci PCR a Sangerova
sekvenovani (Obrazek 15 a Obrazek 16). U zemfelych pacientl byla k analyze pouzita DNA
izolovana z fixovaného bioptického materidlu. U zijicich pacientd a jejich pribuznych byla
k analyze pouzita DNA izolované z krve. Genotypovani prokazalo, ze mutace chr11:18287683
T>C je pritomna (+/-) vyhradné¢ u 9 (23, 31, 33, 42, 314, 316, 412, 414 a 415) pacient vzdy ve
vazbé€ s rizikovym haplotypem 1.1. Mutace nebyla nalezena (-/-) u sedmi zdravych pfimych
ptibuznych (35, 37, 41, 46, 47, 48, 310, 312, 413) (Obrazek 7). U dvou pacientd, kteti museli

mutaci mit (25 a 27), nebyla moznost provést genotypovani. LOD skoére pro tento pozorovany

1
0’518

zplsob segregace je rovno: logq, ( ) = 5,41853.

popedE- k2 13 14

Obrazek 15 - Gelova elektroforéza ukazujici kvalitativni a semikvantitativni vysledek
PCR amplifikace SAA41 promotoru u studovanych jedinct. Vysvétlivky: M — Marker Gene
Ruler 100 bp plus Ladder; 1-14 - vzorky genomové DNA pacientu.
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Obrazek 16 - Kapilarni elektroforéza ukazujici vysledek Sangerova sekvenovani SAA41
promotoru u nosi¢e mutace a kontroly. Pfitomnost heterozygotni mutace chr11:18287683 T>C je
znazornéna Sipkou.
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5.4 In silico analyza a funkéni studie kandidatni mutace v promotorové oblasti SA4A41

e Mutace promotorové oblasti vede ke konstitutivné vyss

expresi SAA1

Pro zhodnoceni eventudlnich efektli kandidatni varianty v promotorové oblasti genu

SAAI na ptipadnou vazbu transkripénich faktori bylo vyuzito databdze vazebnych sekvenci

eukaryotickych transkripcnich faktorit TRANSFAC 2019.2. In silico analyza naznacila,

ze mutace muze vést k abnormalni vazbé¢ transkripéniho faktoru SOX-17 (Obrazek 17), ktery

je transkripénim faktorem regulujicim metabolismu lipida v jatrech (Rommelaere ef al., 2014).

Luciferazovy test provedeny v HepG2 buikach prokazal, ze v nestimulovanych bunkéach je

transkripéni aktivita mutovaného promotoru S4A47/ cca 2x vysSsi nez aktivita promotoru

normalniho (wild-type) (Tabulka 5 a Obrazek 18).

TGAAGARACCACTGGCATCCAGGAACTTGT(

50 60 o

WT _S441

80

< smn_] /

| ZBT83 = [_sox-17>
_
< 1 <
lsoe ] —

TGAAGARACCACTGGCATCCAGGAACTTGT( AG

50 60 70 80

MT _S4A!

Obrazek 17 — In silico analyza ¢asti promotorové oblasti wild-type a mutované SAAI.
Porovnani vazby transkrip¢nich faktorti mezi wild-type (WT_SA4A41) a mutovanou oblasti (MT_SAA41)
promotoru S44 1 naznacuje, Ze mutace (Cerveny ramecek) mize vést k abnormalni vazbé transkripéniho

faktoru SOX-17 (Cervena Sipka).
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Tabulka 5 - Hodnoty aktivity luciferazy v provedenych experimentech.

I.méfeni | 2.méfeni = 3.mcfeni  4.mcfeni primér normalizované hodnoty pramér
[RLU/sec]
Experiment 1
wt_phRLU 101811 109106 106000 110433 106838
mt_phRLU 236086 255910 243955 264268 250055
wt_reRLU 327902 324069 292570 264450 302248
mt_reRLU 292394 360447 337638 369322 339950
wt_RRLU 0,31049 0,33667 0,36230 0,4175 0,353477 0,87839  0,952468  1,02498 1,181394 1
mt_RRLU 0,80742 0,70998 0,72253 0,7155 0,735563 1,82788 = 1,982027 @ 2,13292 2,458407 2,080938
pomér mt/wt 2,080938
Experiment 2
wt_phRLU 93073 92509 89704 88531 90954
mt_phRLU 263851 265550 256919 251355 259419
wt_reRLU 96622 93504 89511 83815 90863
mt_reRLU 145215 139182 133880 125908 136046
wt_RRLU 0,96326 0,98935 1,00215 1,0562 1,001004 0,96230 0,988366  1,00115 1,055207 1
mt_RRLU 1,81696 1,90793 1,91902 1,9963 1,906842 1,83311  1,882768 @ 1,90712 2,010095 1,904929
pomér mt/wt 1,904929




I.méfeni | 2.méfeni = 3.mcfeni  4.mcfeni primér normalizované hodnoty pramér
[RLU/sec]
Experiment 3
wt_phRLU 73886 72564 70924 72004 72345
mt_phRLU 343572 358020 339919 336849 344590
wt_reRLU 12765 14001 13436 13167 13342
mt_reRLU 36344 42626 37299 38817 38772
wt_RRLU 5,78817 5,18277 5,27865 5,4685 5,422211 1,06749 = 0,955841 0,97352 1,00854 1
mt_RRLU 9,45333 8,39909 9,11335 8,6778 8,887714 1,74976 = 1,566749  1,59573 1,65313 1,639131
pomér mt/wt 1,639131
Experiment 4
wt_phRLU 423999 393364 423714 398793 409968
mt_phRLU 662590 765443 703376 694320 706432
wt_reRLU 141293 110544 139806 123121 1286917
mt_reRLU 149937 124089 131256 126801 1330211
wt_RRLU 0,30008 0,35584 0,30307 0,3239 0,318566 0,94198 1,117017  0,95136 1,016749 1
mt_RRLU 0,44191 0,61685 0,53587 0,5475 0,531068 1,57033  1,862133  1,58597 1,694982 1,667059
pomér mt/wt 1,667059
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Vysvétlivky: wt phRLU — Photinus méteni wild-type promotoru; mt_phRLU - — Photinus méfeni mutovaného promotoru; wt reRLU — Renilla méteni wild
type promotoru, mt_reRLU — Renilla méfeni mutovaného promotoru; wt_RRLU — relativni hodnota RLU u wild type promotoru; mt_RRLU — relativni hodnota

RLU u mutovaného promotoru; hodnota poméru mt/wt znaci relativni aktivitu exprese mutovaného promotoru vic¢i normalnimu (wild-type) promotoru.
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Obrazek 18 - Relativni aktivita exprese normalniho a mutovaného promotoru SA4A417
v HepG2 buiikach. Hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatné odchylky 4 nezavislych
luciferazovych testl; v ramci, kterych byly provedeny vzdy 4 nezavislé transfekce prislusnym vektorem.
Nameétené hodnoty byly porovnany pomoci oboustranného t-testu na hladin€ vyznamnosti 0,05;

*** znaci p-hodnotu <0,001.
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6. Diskuse

V této praci byla nalezena a ¢astecné funkcéné charakterizovana heterozygotni mutace

v promotorové oblasti SAA41 jako pfi¢ina autozomaln¢ dominantné dédicné AA amyloiddzy.

Nalezena mutace spliuje vSechny znaky patogenity. Neni uvadéna v zadnych vetejné
dostupnych genetickych databazich ani v populacné specifické referencni databazi Narodniho
centra lékaiské genomiky (NCLG). Mutace je pritomna vyhradné u jedinci s klinickymi
projevy AA amyloiddzy nebo trvale zvySenymi sérovymi hladinami SAA v roding a je dédéna
v predpokladaném autozomalné¢ dominantnim modelu. Je lokalizovana v sekvenéné
konzervované oblasti promotoru SAA 1, v misté, na které se vaze fada transkrip¢nich faktort,
které maji vyznamnou roli v regulaci exprese SAAI. In silico analyza promotorové oblasti
naznacila, ze mutace muze vést k abnormélni vazbeé SOX-17, coz je transkripéni faktor
regulujici bunééné procesy, ve kterych se uplatituji proteiny akutni faze — metabolismus lipida
v jatrech (Rommelaere et al., 2014) a regenerace endotelu pii zanétlivém poskozeni (Liu et al.,
2019). Funkéni analyza provedena pomoci luciferdzového testu v nestimulovanych HepG2

buiikach prokazala, ze mutace dvojnasobné zvysuje transkripcni aktivitu promotoru S441.

Zvysena transkrip¢ni aktivita mutovaného promotoru SA41 v nestimulovanych HepG2
buiitkach je ve shodé s predpokladanym dominantné negativnim efektem mutace a naznacuje
patogeneticky mechanismus, ktery mize vést k rozvoji AA amyloidozy u pacientli. Bazalni
exprese SAAI a dalSich proteinli akutni faze je za fyziologického stavu u zdravych jedincti
nizka. U pacientli vede heterozygotni mutace k poruse regulace transkripce a ke zvySené expresi
SAA1 1 za fyziologicky normalniho stavu. To je v souladu s vysledky biochemickych a
klinickych vySetfeni, kdy maji pacienti trvale zvySené sérové koncentrace SAA, které nejsou
doprovazeny zménami v koncentracich dalSich proteind akutni faze a zanétlivych markert ani
pritomnosti dalSich komorbidit vedouciho k chronickému zanétu — napiiklad obezity (Blank et

al., 2018; Brunger et al., 2020).

Trvale zvySena exprese SAA! je rizikovym faktorem vzniku AA amyloidézy. Na jejim
vzniku a progresi se podili 1 genetické faktory. NejvyznamnéjSim takovymto genetickym
faktorem je amyloidogenni haplotyp SAA 1.1, ktery az 7x zvySuje riziko vzniku AA amyloidézy
(Cazeneuve et al., 2000).

U pacientll bylo zjisténo, ze promotorovd mutace je ve vazbé s amyloidogennim
haplotypem genu S441.1. Ocekéavatelnym vysledkem tohoto genotypu je tak trvale zvySena

produkce amyloidogenni formy proteinu SAAI1.1, jeho zvySend systémova koncentrace
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vedouci k postupnému hromadéni, agregaci a tvorbé AA amyloidu. Tento ptedpoklad je ve
shodé¢ s vysledky proteomické analyzy (vysledky nejsou soucasti této prace), ktera prokazala
dominantni zastoupeni SAAIl.1 v amyloidovych depozitech u probanda (316), ktery je
heterozygotni pro mutovany haplotyp SAA7.1 a haplotyp SAA1.3 majici ve své sekvenci
aminokyseliny p.70Val a p.75Ala.

Vsechny prezentované klinické, biochemické, genetické, molekuldrné biologické a
bunécéné patologické vysledky tak svédci pro to, Zze ve studovaném piipad€ je promotorova

mutace v SAA pti¢inou AA amyloidézy.

Pro definitivni potvrzeni kauzality nalezené mutace by bylo nutné izolovat a
charakterizovat proteiny, které interaguji s DNA sekvenci normélniho a mutovaného promotoru
SAAI aurcit jejich efekt na regulaci exprese SA4 1. Dal§i moznosti potvrzeni kauzality je cilené
vneseni mutace do vhodného bunééného nebo animalniho modelu pomoci nékteré z technik
editace genomu a nésledné studium funkéniho dopadu mutace. V této souvislosti je zajimavou
paralelou, podporujici nase vysledky a zavéry, nalez heterozygotni mutace v promotorové
oblasti S4A41 jako pti¢ina AA amyloidozy u gepardi (Papendick et al., 1997; Zhang et al.,
2008). Podobnym modelem by mohla byt i AA amyloidoza, kterd se vyskytuje u lisek
ostrovnich (Urocyon littoralis) (Gaffney et al., 2016;). U téchto zvitat je genetickd pfi¢ina zatim

neznama.

K potvrzeni kauzality by pfispé€lo 1 nalezeni dalSich pfipadit AA amyloidozy spojenych
s mutacemi v promotoru SAA4/. Idiopatick¢ formy tvoii vyznamnou c¢ast (15-20%) vSech
diagnostikovanych ptipadiit AA amyloidézy (Blank ef al., 2015; Brunger ef al., 2020). Mutace
v promotorové oblasti SA47 by proto mély byt zvaZzovany u vSech idiopatickych forem AA

amyloidozy, u kterych neni jasn€ pfitomna imunitni ani zdnétliva slozka nemoci.

Analyza promotorové sekvence S4A47 je komplikovana jeji vlastni GC-bohatou
sekvenci a vysokou homologii s promotorovymi oblastmi genti SA42, SAA3 a SAA4. Z téchto
diivodl se dlouhodobé& nedatilo promotorovou mutaci nalézt metodou Sangerova sekvenovani
ani exomoveého sekvenovani. Pro vySe uvedené ptipady idiopatickych AA amyloidéz je proto
vhodné pouzit metodu celogenomového sekvenovani, které umoziuje nalézt nejenom mutace
promotoru SAA 1, ale ptipadné i mutace nékterého z transkripénich faktort regulujici expresi

SAAI.
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7. Zavér

Tato prace dokumentuje prvni piipad idiopatické AA amyloidozy u Clovéka zpiisobené
autozomalné dominantni mutaci v promotoru SA4/ genu. Dosazené vysledky objastiuji pficiny
vzniku a mechanismus rozvoje nemoci. Znalost genetické pfi¢iny a cilené genotypovani
umoznily v postizené rodin¢ identifikovat presymptomatické jedince, u kterych je tato
informace indikaci pro zahajeni biologické 1écby monoklondlni protilatkou Tocilizumab.
V budoucnosti mize byt znalost pfi¢iny nemoci vyuzita nositeli mutace pro kvantifikované
genetické poradenstvi, pfipadné pro prenatdlni nebo prekoncepcni diagnostiku. Znalost
mechanismu vzniku nemoci miize byt v budoucnu téz indikaci pro transplantaci jater, ptipadné
pro zahgjeni jiného moderniho zptsobu lé¢by zaloZzeného naptiklad na pouziti novych typa
monoklonalnich protilatek, farmakologického urychleni degradace amyloidu, cilené RNA

interference nebo genové terapii.

Prace téZ demonstruje vyznam a potencial celogenomového sekvenovani v odhalovani
genetickych pficin nemoci a naznacuje, jakym zplsobem by meélo v budoucnu probihat

vySetiovani a klasifikace idiopatickych forem AA amyloidozy.

73



8. Seznam pouZzité literatury
*sekundarni citace

Abecasis, G. R. et al. (2002) ,,Merlin--rapid analysis of dense genetic maps using sparse gene flow trees.", Nature

genetics. United States, 30(1), s. 97-101.

Adams, D. et al. (2019) ,,Hereditary transthyretin amyloidosis: a model of medical progress for a fatal disecase",

Nature Reviews Neurology, 15(7), s. 387-404.

Bailey-Wilson, J. E. a Wilson, A. F. (2011) ,,Linkage analysis in the next-generation sequencing era", Human

heredity. 2011/12/23. S. Karger AG, 72(4), s. 228-236.

*Baker, K. R. a Rice, L. (2012) ,,The amyloidoses: clinical features, diagnosis and treatment", Methodist DeBakey
cardiovascular journal. The Methodist Hospital, Houston, Texas, 8(3), s. 3-7.

Bashardoust, B. (2015) ,,Familial Mediterranean fever; diagnosis, treatment, and complications", Journal of
nephropharmacology. Society of Diabetic Nephropathy Prevention, 4(1), s. 5-8. Dostupné z:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28197466.

Bastard, J. P. et al. (1999) ,,Evidence for a link between adipose tissue interleukin-6 content and serum C-reactive

protein concentrations in obese subjects.", Circulation. United States, s. 2221-2222.

Benditt, E. P. a Eriksen, N. (1971) ,,Chemical classes of amyloid substance.", The American journal of pathology,
65(1), s. 231-252.

Benson, M. D. et al. (2018) ,,Amyloid nomenclature 2018: recommendations by the International Society of

Amyloidosis (ISA) nomenclature committee", Amyloid. Taylor & Francis, 25(4), s. 215-219.
Berman, H. M. et al. (2000) ,,The Protein Data Bank.", Nucleic acids research, 28(1), s. 235-242.

Betts, J. C. et al. (1993) ,,The role of NF-kappa B and NF-IL6 transactivating factors in the synergistic activation
of human serum amyloid A gene expression by interleukin-1 and interleukin-6.", The Journal of biological

chemistry. United States, 268(34), s. 25624-25631.

*Blancas-Mejia, L. M. a Ramirez-Alvarado, M. (2013) ,,Systemic Amyloidoses", Annual Review of Biochemistry.
Annual Reviews, 82(1), s. 745-774.

Blank, N. ef al. (2015) ,,Risk factors for AA amyloidosis in Germany", Amyloid. Taylor & Francis, 22(1), s. 1-7.

Blank, N. et al. (2018) ,,Obesity is a significant susceptibility factor for idiopathic AA amyloidosis", Amyloid.
Taylor & Francis, 25(1), s. 37-45.

Booth, D. R. et al. (1998) ,,SAA1 alleles as risk factors in reactive systemic AA amyloidosis.", Amyloid : the
international journal of experimental and clinical investigation : the official journal of the International Society

of Amyloidosis. England, 5(4), s. 262-265.

Botstein, D. ef al. (1980) ,,Construction of a genetic linkage map in man using restriction fragment length

polymorphisms.", American journal of human genetics, 32(3), s. 314-331.

74



*Brunger, A. F. et al. (2020) ,,Causes of AA amyloidosis: a systematic review", Amyloid. Taylor & Francis, 27(1),
s. 1-12.

De Buck, M., Gouwy, M., Wang, J. M., Van Snick, J., Opdenakker, G., et al. (2016) ,,Structure and Expression of
Different Serum Amyloid A (SAA) Variants and their Concentration-Dependent Functions During Host Insults",
Current medicinal chemistry. Bentham Science Publishers, 23(17), s. 1725-1755.

*De Buck, M., Gouwy, M., Wang, J. M., Van Snick, J., Proost, P., ef al. (2016) ,,The cytokine-serum amyloid A-
chemokine network", Cytokine & Growth Factor Reviews, 30, s. 55-69.

Bulua, A. C. ef al. (2011) ,Mitochondrial reactive oxygen species promote production of proinflammatory
cytokines and are elevated in TNFR1-associated periodic syndrome (TRAPS).", The Journal of experimental
medicine. United States, 208(3), s. 519-533.

*Bustamante, J. a Zaidi, S. R. H. (2020) Amyloidosis. StatPearls Publishing, Treasure Island (FL). Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK470285/?report=reader# NBK470285_pubdet_.

Cazeneuve, C. et al. (2000) ,Identification of MEFV-independent modifying genetic factors for familial
Mediterranean fever", American journal of human genetics. 2000/10/03. The American Society of Human

Genetics, 67(5), s. 1136—-1143.

*Chiti, F. a Dobson, C. M. (2017) ,,Protein Misfolding, Amyloid Formation, and Human Disease: A Summary of
Progress Over the Last Decade.", Annual review of biochemistry. United States, 86, s. 27—68.

Choi, M. et al. (2009) ,,Genetic diagnosis by whole exome capture and massively parallel DNA sequencing”,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.2009/10/27. National Academy
of Sciences, 106(45), s. 19096-19101.

Chu, Y. a Corey, D. R. (2012) ,,RNA sequencing: platform selection, experimental design, and data interpretation”,
Nucleic acid therapeutics. 2012/07/25. Mary Ann Liebert, Inc., 22(4), s. 271-274.

Cingolani, P. et al. (2012) ,,A program for annotating and predicting the effects of single nucleotide
polymorphisms, SnpEff: SNPs in the genome of Drosophila melanogaster strain w1118; iso-2; iso-3.", Fly, 6(2),
s. 80-92.

Cohen, A. S. a Calkins, E. (1964) ,,The isolation of amyloid fybrils and a study of the effect of collagenase and
hyaluronidase.", The Journal of cell biology. The Rockefeller University Press, 21(3), s. 481-486.

Collins, F. S. a Fink, L. (1995) ,,The Human Genome Project", Alcohol health and research world. National
Institute on Alcohol  Abuse and  Alcoholism, 19(3), S. 190-195. Dostupné Z:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31798046.

Coppack, S. W. (2001) ,,Pro-inflammatory cytokines and adipose tissue", Proceedings of the Nutrition Society.
2007/03/05. Cambridge University Press, 60(3), s. 349-356.

Costantini, C. et al. (2005) ,,Characterization of the signaling pathway downstream p75 neurotrophin receptor
involved in beta-amyloid peptide-dependent cell death.", Journal of molecular neuroscience : MN. United States,

25(2), s. 141-156.

75



Cudrici, C., Deuitch, N. a Aksentijevich, I. (2020) ,,Revisiting TNF Receptor-Associated Periodic Syndrome

(TRAPS): Current Perspectives.", International journal of molecular sciences. Switzerland, 21(9).

Cuisset, L. ef al. (2001) ,,Molecular analysis of MVK mutations and enzymatic activity in hyper-IgD and periodic
fever syndrome.", European journal of human genetics : EJHG. England, 9(4), s. 260-266.

*Desport, E. et al. (2012) ,,Al amyloidosis", Orphanet journal of rare diseases. BioMed Central, 7, s. 54.

Dixit, R. et al. (2009) ,,Clinical profile of patients having pulmonary tuberculosis and renal amyloidosis", Lung
India : official organ of Indian Chest Society. Medknow Publications, 26(2), s. 41-45.

Dobin, A. et al. (2013) ,,STAR: ultrafast universal RNA-seq aligner.", Bioinformatics (Oxford, England), 29(1),
s. 15-21.

Eanes, E. D. a Glenner, G. G. (1968) ,X-ray diffraction studies on amyloid filaments.", The journal of
histochemistry and cytochemistry : official journal of the Histochemistry Society. United States, 16(11), s. 673—
677.

Elleder, M. (1999) Vybrané kapitoly z patologie buniky II. 1.vyd. Praha: Karolinum. Dostupné z:
http://www 1. 1f1.cuni.cz/udmp/web2/cell/amyloid.pdf.

Ericzon, B.-G. et al. (2015) ,,Liver Transplantation for Hereditary Transthyretin Amyloidosis: After 20 Years Still
the Best Therapeutic Alternative?", Transplantation. United States, 99(9), s. 1847—-1854.

Favier, L. A. a Schulert, G. S. (2016) ,,Mevalonate kinase deficiency: current perspectives", The application of

clinical genetics. Dove Medical Press, 9, s. 101-110.

Filipova, J. et al. (2015) ,,Flow cytometry in immunoglobulin light chain amyloidosis: Short review", Leukemia

Research. Pergamon, 39(11), s. 1131-1136.
Flicek, P. et al. (2011) ,,Ensembl 2011.", Nucleic acids research, 39(Database issue), s. D800-6.

Fujita, P. A. ef al. (2011) ,,The UCSC Genome Browser database: update 2011.", Nucleic acids research,
39(Database issue), s. D876-82.

Gabay, C. a Kushner, 1. (1999) ,,Acute-phase proteins and other systemic responses to inflammation.", The New

England journal of medicine. United States, 340(6), s. 448—454.

Gaffney, P. M. ef al. (2016) ,,Systemic Amyloid A Amyloidosis in Island Foxes (Urocyon littoralis): Severity and
Risk Factors", Veterinary pathology. 2015/09/29, 53(3), s. 637-647.

Gaggiano, C. et al. (2019) ,Hints for Genetic and Clinical Differentiation of Adult-Onset Monogenic
Autoinflammatory Diseases", Mediators of Inflammation. Editoval M. R. Catania. Hindawi, 2019, s. 3293145.

Glenner, G. G. et al. (1971) ,,Amyloid Fibril Proteins: Proof of Homology with Immunoglobulin Light Chains by
Sequence Analyses", Science, 172(3988), s. 1150 LP — 1151.

Goldsbury, C. et al. (2011) ,,Amyloid structure and assembly: insights from scanning transmission electron

microscopy", Journal of structural biology. 2010/09/22, 173(1), s. 1-13.

76



Hachulla, E. a Grateau, G. (2002) ,,Diagnostic tools for amyloidosis", Joint Bone Spine. Elsevier Masson, 69(6),
s. 538-545.

Hawkins, P. N. ef al. (2015) ,,Evolving landscape in the management of transthyretin amyloidosis", Annals of

medicine. 2015/11/27. Taylor & Francis, 47(8), s. 625-638.

Heather, J. M. a Chain, B. (2016) ,,The sequence of sequencers: The history of sequencing DNA", Genomics.
2015/11/10. Academic Press, 107(1), s. 1-8.

Heilig, R. a Broz, P. (2018) , Function and mechanism of the pyrin inflammasome", European Journal of

Immunology, 48(2), s. 230-238.

Hirakura, Y. et al. (2002) ,,Channel formation by serum amyloid A: a potential mechanism for amyloid
pathogenesis and host defense.", Amyloid : the international journal of experimental and clinical investigation :

the official journal of the International Society of Amyloidosis. England, 9(1), s. 13-23.

Hol, P. R. et al. (1986) ,,Amyloid-enhancing factor (AEF) in the pathogenesis of AA-amyloidosis in the hamster.",
Virchows Archiv. B, Cell pathology including molecular pathology. Germany, 52(3), s. 273-281.

Jelinek, T., Kufova, Z. a Hajek, R. (2016) ,,Jmmunomodulatory drugs in AL amyloidosis", Critical Reviews in
Oncology/Hematology. Elsevier, 99, s. 249-260.

Jijon, H. B. et al. (2005) ,,Serum amyloid A activates NF-kB and proinflammatory gene expression in human and

murine intestinal epithelial cells", European Journal of Immunology. John Wiley & Sons, Ltd, 35(3), s. 718-726.

Johnson, R. W. (1997) ,Inhibition of growth by pro-inflammatory cytokines: an integrated view.", Journal of
Animal Science, 75(5), s. 1244.

Kallianidis, A. F. et al. (2016) ,,Amyloid A amyloidosis secondary to hyper IgD syndrome and response to IL-1
blockage therapy.", The Netherlands journal of medicine. Netherlands, 74(1), s. 43—46.

Kapoor, M. et al. (2019) ,,Clinical Presentation, Diagnosis and Treatment of TTR Amyloidosis", Journal of

neuromuscular diseases. 10S Press, 6(2), s. 189-199.

Karczewski, K. J. et al. (2020) ,,The mutational constraint spectrum quantified from variation in 141,456 humans",

Nature, 581(7809), s. 434-443.

Kastritis, E. et al. (2010) ,,High levels of serum angiogenic growth factors in patients with AL amyloidosis:
comparisons with normal individuals and multiple myeloma patients", British Journal of Haematology. John

Wiley & Sons, Ltd, 150(5), s. 587-591.
Kent, W. J. et al. (2002) ,,The human genome browser at UCSC.", Genome research, 12(6), s. 996—1006.

Kluve-Beckerman, B., Drumm, M. L. a Benson, M. D. (1991) ,,Nonexpression of the human serum amyloid A

three (SAA3) gene.", DNA and cell biology. United States, 10(9), s. 651-661.

Kufova, Z., Sevéikova, S. a Hajek, R. (2014) ,,Detekce hereditarnich amyloidéz", Klin. Biochem. Metab., 22(2),
s. 65-69.

77



*Kyle, R. A. (2001) ,,Amyloidosis: a convoluted story", British Journal of Haematology. John Wiley & Sons, Ltd
(10.1111), 114(3), s. 529-538.

Lachmann, H. J. ef al. (2007) ,,Natural history and outcome in systemic AA amyloidosis.", The New England
journal of medicine. United States, 356(23), s. 2361-2371.

Lane, T. et al. (2017) ,,Changing epidemiology of AA amyloidosis: clinical observations over 25 years at a single
national referral centre.", Amyloid : the international journal of experimental and clinical investigation : the

official journal of the International Society of Amyloidosis. England, 24(3), s. 162—166.

Lavatelli, F. et al. (2016) ,,Systemic amyloidoses and proteomics: The state of the art", EuPA Open Proteomics.
Elsevier, 11, s. 4-10.

Liu, M. et al. (2019) ,,Sox17 is required for endothelial regeneration following inflammation-induced vascular

injury.", Nature communications, 10(1), s. 2126.

Lorenzo, A. et al. (1994) ,,Pancreatic islet cell toxicity of amylin associated with type-2 diabetes mellitus.", Nature.

England, 368(6473), s. 756—760.

Lowell, C. A., Stearman, R. S. a Morrow, J. F. (1986) ,, Transcriptional regulation of serum amyloid A gene

expression.", The Journal of biological chemistry. United States, 261(18), s. 8453-8461.

Mattson, M. P. et al. (1992) ,beta-Amyloid peptides destabilize calcium homeostasis and render human cortical
neurons vulnerable to excitotoxicity.", The Journal of neuroscience : the official journal of the Society for

Neuroscience. United States, 12(2), s. 376—389.

Maurer, M. S. ef al. (2018) ,,Tafamidis Treatment for Patients with Transthyretin Amyloid Cardiomyopathy.", The
New England journal of medicine. United States, 379(11), s. 1007-1016.

McKenna, A. et al. (2010) ,,The Genome Analysis Toolkit: a MapReduce framework for analyzing next-generation
DNA sequencing data.", Genome research, 20(9), s. 1297-1303.

Menon, S. G. a Efthimiou, P. (2018) ,,Tumor necrosis factor-associated periodic syndrome in adults",

Rheumatology International, 38(1), s. 3—11.

Merlini, G., Seldin, D. C. a Gertz, M. A. (2011) ,,Amyloidosis: pathogenesis and new therapeutic options", Journal
of clinical oncology : official journal of the American Society of Clinical Oncology.2011/04/11. American Society
of Clinical Oncology, 29(14), s. 1924—1933.

Murphy, C. L. et al. (2006) ,,Characterization of Systemic Amyloid Deposits by Mass Spectrometry", Methods in
Enzymology. Academic Press, 412, s. 48—62.

Nienhuis, H. L. A., Bijzet, J. a Hazenberg, B. P. C. (2016) ,,The Prevalence and Management of Systemic
Amyloidosis in Western Countries", Kidney diseases (Basel, Switzerland). 2016/02/25. S. Karger AG, 2(1), s. 10—
19.

Obici, L. a Adams, D. (2020) ,,Acquired and inherited amyloidosis: knowledge driving patients’ care.", Journal of
the peripheral nervous system : JPNS. United States.

78



Okuda, Y. (2019) ,,AA amyloidosis - Benefits and prospects of IL-6 inhibitors.", Modern rheumatology. United
States, 29(2), s. 268-274.

Ott, J., Wang, J. a Leal, S. M. (2015) ,,Genetic linkage analysis in the age of whole-genome sequencing", Nature
reviews. Genetics. 2015/03/31, 16(5), s. 275-284.

Owen, M. C. et al. (2019) ,Effects of in vivo conditions on amyloid aggregation.", Chemical Society reviews.

England, 48(14), s. 3946-3996.

Paila, U. et al. (2013) ,,GEMINI: integrative exploration of genetic variation and genome annotations.", PLoS

computational biology, 9(7), s. e1003153.

Papendick, R. E. ef al. (1997) ,,Systemic AA amyloidosis in captive cheetahs (Acinonyx jubatus).", Veterinary
pathology. United States, 34(6), s. 549-556.

Planté-Bordeneuve, V. a Said, G. (2011) ,,Familial amyloid polyneuropathy", The Lancet Neurology, 10(12), s.
1086-1097.

Poitou, C. et al. (2005) ,,Serum amyloid A: production by human white adipocyte and regulation by obesity and
nutrition", Diabetologia, 48(3), s. 519-528.

Pont, L. et al. (2016) ,,Comparison of capillary electrophoresis and capillary liquid chromatography coupled to
mass spectrometry for the analysis of transthyretin in human serum", Journal of Chromatography A. Elsevier,

1444, s. 145-153.

Poulsen, E. T. et al. (2017) ,,Serum Amyloid P Component (SAP) Interactome in Human Plasma Containing
Physiological Calcium Levels.", Biochemistry. United States, 56(6), s. 896-902.

Pruitt, K. D., Tatusova, T. a Maglott, D. R. (2005) ,,NCBI Reference Sequence (RefSeq): a curated non-redundant

sequence database of genomes, transcripts and proteins.", Nucleic acids research, 33(Database issue), s. D501-4.

*Quock, T. P. et al. (2018) ,,Epidemiology of AL amyloidosis: a real-world study using US claims data", Blood
advances. American Society of Hematology, 2(10), s. 1046—1053.

Rambaran, R. N. a Serpell, L. C. (2008) ,,Amyloid fibrils: abnormal protein assembly", Prion. 2008/07/20. Landes
Bioscience, 2(3), s. 112—117.

Ravichandran, S., Lachmann, H. J. a Wechalekar, A. D. (2020) ,,Epidemiologic and Survival Trends in
Amyloidosis, 1987-2019.", The New England journal of medicine. United States, s. 1567—1568.

*Real de Asua, D. et al. (2014) ,,Systemic AA amyloidosis: epidemiology, diagnosis, and management", Clinical

epidemiology. Dove Medical Press, 6, s. 369-377.

Rocken, C. et al. (2005) ,,Proteolysis of serum amyloid A and AA amyloid proteins by cysteine proteases:
cathepsin B generates AA amyloid proteins and cathepsin L may prevent their formation", Annals of the rheumatic

diseases, 64(6), s. 808-815.

Rodrigues, F. et al. (2020) ,,AA amyloidosis revealing mevalonate kinase deficiency: A report of 20 cases

including two new French cases and a comprehensive review of literature", Seminars in Arthritis and Rheumatism.

79



Rommelaere, S. et al. (2014) ,,Sox17 regulates liver lipid metabolism and adaptation to fasting", PloS one. Public

Library of Science, 9(8), s. €104925—¢104925.

Rysava, R. (2013) Systémové amyloidozy a jejich 1é€ba. Maxdorf s.r.o. Dostupné z:
http://eshop.maxdorf.cz/data/dl/Systemove-amyloidozy-a-jejich-lecba 46a3d7c0.pdf.

Rysava, R. (2018) ,,AL amyloidosis: advances in diagnostics and treatment", Nephrology Dialysis
Transplantation, 34(9), s. 1460—1466.

*Sack Jr, G. H. (2018) ,,Serum amyloid A - a review", Molecular medicine (Cambridge, Mass.). BioMed Central,
24(1), s. 46.

Sala, P. et al. (2016) ,,Jmmunoglobulin K light chain deficiency: A rare, but probably underestimated, humoral

immune defect.", European journal of medical genetics. Netherlands, 59(4), s. 219-222.

Sefton, L. a Goodfellow, P. N. (1992) ,,The human genetic map", Current opinion in genetics &amp, development,

2(3), s. 387—392.

Sellar, G. C. et al. (1994) ,,The Human Serum Amyloid A Protein (SAA) Superfamily Gene Cluster: Mapping to
Chromosome 11p15.1 by Physical and Genetic Linkage Analysis", Genomics, 19(2), s. 221-227.

Shohat, M. et al. (1999) ,,Phenotype—genotype correlation in familial Mediterranean fever: evidence for an

association between Met694Val and amyloidosis", European Journal of Human Genetics, 7(3), s. 287-292.

*Sipe, J. D. a Cohen, A. S. (2000) ,,Review: History of the Amyloid Fibril", Journal of Structural Biology, 130(2—
3), s. 88-98.

Stankovic Stojanovic, K. ez al. (2017) ,,AA amyloidosis is an emerging cause of nephropathy in obese patients.",

European journal of internal medicine. Netherlands, s. e18—¢20.

Talamo, G. et al. (2015) ,,Estimation of Daily Proteinuria in Patients with Amyloidosis by Using the Protein-To-

Creatinine ratio in Random Urine Samples", Rare tumors. PAGEPress Publications, Pavia, Italy, 7(1), s. 5686.

Ter Haar, N. M. et al. (2016) ,,The Phenotype and Genotype of Mevalonate Kinase Deficiency: A Series of 114
Cases From the Eurofever Registry.", Arthritis & rheumatology (Hoboken, N.J.). United States, 68(11), s. 2795—
2805.

Tanskanen, M. (2013) ,,“Amyloid” — Historical Aspects", in Amyloidosis. InTech.
,,The International HapMap Project." (2003) Nature. England, 426(6968), s. 789—796.

ThermoFisher Scientific (nedatovano) ,,Luciferase Reporters".
Dostupné z: https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-

center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/luciferase-reporters.html.

Thiele, H. a Nurnberg, P. (2005) ,,HaploPainter: a tool for drawing pedigrees with complex haplotypes",
Bioinformatics. Narnia, 21(8), s. 1730-1732.

Thompson, E. A. (2013) ,,Identity by descent: variation in meiosis, across genomes, and in populations", Genetics.

Genetics Society of America, 194(2), s. 301-326.

80



Thorvaldsdéttir, H., Robinson, J. T. a Mesirov, J. P. (2013) ,Integrative Genomics Viewer (IGV): high-

performance genomics data visualization and exploration.", Briefings in bioinformatics, 14(2), s. 178—192.
Tichy, M. a Maisnar, V. (2006) ,,Laboratorni prikaz monoklonalnich imunoglobulinu".

Trapnell, C. et al. (2012) ,,Differential gene and transcript expression analysis of RNA-seq experiments with

TopHat and Cufflinks.", Nature protocols, 7(3), s. 562-578.

Uhlar, C. M. et al. (1994) ,,Evolution of the serum amyloid A (SAA) protein superfamily.", Genomics. United
States, 19(2), s. 228-235.

Uhlar, C. M. a Whitehead, A. S. (1999) ,,Serum amyloid A, the major vertebrate acute-phase reactant.", European
Jjournal of biochemistry. England, 265(2), s. 501-523.

Van der Hilst, J. C. H., Simon, A. a Drenth, J. P. H. (2005) ,,Hereditary periodic fever and reactive amyloidosis.",
Clinical and experimental medicine. Italy, 5(3), s. §7-98.

Westermark, P. et al. (1990) ,.Fibril in senile systemic amyloidosis is derived from normal transthyretin",
Proceedings of the National Academy of Sciences, 87(7), s. 2843 LP - 2845. Dostupné z:
http://www.pnas.org/content/87/7/2843.abstract.

Westermark, P. (2012) ,,Localized AL amyloidosis: a suicidal neoplasm?", Upsala journal of medical sciences.

2012/02/15. Informa Healthcare, 117(2), s. 244-250.

Wingender, E. et al. (1996) ,,TRANSFAC: a database on transcription factors and their DNA binding sites",
Nucleic acids research, 24(1), s. 238-241.

Wong, K. K. Y. et al. (2015) ,,Autosomal recessive transmission of TRAPS in a family with a novel TNFRSF1A
mutation", Scandinavian Journal of Rheumatology. Taylor & Francis, 44(3), s. 255-256.

Yang, Y. et al. (2013) ,,Clinical Whole-Exome Sequencing for the Diagnosis of Mendelian Disorders", New
England Journal of Medicine. Massachusetts Medical Society, 369(16), s. 1502—1511.

Ye, J. etal. (2012) ,,Primer-BLAST: a tool to design target-specific primers for polymerase chain reaction.", BMC

bioinformatics, 13, s. 134,

Zaros, C. et al. (2008) ,,0On the origin of the transthyretin Val30Met familial amyloid polyneuropathy.", Annals of
human genetics. England, 72(Pt 4), s. 478—484.

Zhang, B. et al. (2008) ,,Characterization of the cheetah serum amyloid Al gene: critical role and functional

polymorphism of a cis-acting element", The Journal of heredity, 99(4), s. 355—363.

*Zhang, Y. et al. (2019) ,,Acute phase reactant serum amyloid A in inflammation and other diseases", in Advances

in Clinical Chemistry.

81



9. Priloha

e Tabulka P.1 - Aktualni piehled zndmych amyloidogennich proteinii z roku 2018 podle

Mezinarodniho vyboru pro amyloidozu (International Society of Amyloidosis).



I

Tabulka P.1 - Aktualni pirehled znamych typi amyloidogennich proteini.

Typ amyloidézy

AL amyloidéza

AH amyloid6za

AA amyloidoza
Senilni systémova
amyloid6za

Familidrni amyloidova
polyneuropatie

AB2M amyloid6za

AApoAl amyloidoza

AApoAIl amyloidéza

Amyloidovy
protein

AL

AH

AA

ATTR

AB2M

AApoAl
AApoAll

AApoAlV

AApoCII

Prekurzorovy protein

lehké tetézce
imunoglobulint

tézké fetezce
imunoglobulint

Sérovy amyloid A

Transthyretin — wild type

Transthyretin — varianty

B2-Mikroglobuliny — wild
type
B2-Mikroglobuliny —
varianty
Apolipoprotein A, .
varianta
Apolipoprotein A,
[I.varianta
Apolipoprotein A, IV.wild
type

Apolipoprotein C, II.
varianta

Forma amyloidézy:
Systémova (S) nebo
lokalizovana (L)
S, L

S,L

Pivod amyloidozy:
Ziskana (Z) nebo
dédi¢na (D)
Z,D

V4

PostiZené organy

Riazné, kromé& CNS

Ruzné, kromé CNS

Ruzné, kromé CNS
myokard, spiSe muzi, vazy

periferni NS, myokard, zrak

svalovo-kosterni systém
autonomni NS
myokard, jatra, ledviny,
periferni NS, varlata

ledviny

dren ledviny

ledviny



I

Lysozymové amyloid6za

Fibrinogenova
amyloidoza

Amyloidova angiopatie
islandského typu
Familidrni britska
demence

Alzheimerova nemoc

Cerebralni angiopatie

AApoCIII

AGel
ALys
ALECT2

AFib

ACys
ABri

ADan_

A

AoSyn
ATau

APrP

ACal

Apolipoprotein C, III.
varianta
Gelsolin
Lysozym

Leukocyto chemotakticky
faktor -2

Fibrinogen a

Cystatin C
ABriPP

ADanPP (stejny gen jako
ABri)

AP proteinovy prekurzor —
wild type

AP — proteinovy prekurzor
— varianty

a-synuclein

Tau

prionovy protein — wild
type
prionovy protein — varianty

prionovy protein — varianty

(Pro)kalcitonin

ledviny

periferni NS
ledviny
ledviny

ledviny

periferni NS, ktize
CNS

CNS

CNS

CNS

CNS
CNS

mozek

mozek

periferni NS

C-bunééné nadory §titné zlazy



Al

AIAPP

AANF
APro
Alns

ASPC

AGal7
ACor

Amyloiddza aortalni AMed
medie

Aker
Amyloidéza na bazi Alac

laktoferinu
AOAAP

ASem

AEnf

ostruvkovy amyloidni
polypeptid (amylin)

atrialni natriureticky faktor
Prolaktin
Inzulin
plicni surfaktantovy protein

Galektin 7

Corneodesmosin
Laktadherin

kerato-epitelin
Laktoferin

Odontogenicky
ameloblasticky protein

Semenogelin 1

Enfurvitid

Pielozeno a upraveno dle (Benson ef al., 2018).

Langerhansovy ostrivky
slinivky bfisni

srde¢ni predsin
hypofyza mozku
iatrogenn¢ v mistech po
aplikaci inzulinu
plice
kaze
kozni epitelium
srdecni aorta
o¢ni rohovka

o¢ni rohovka

odontogenni (zubni) nadory

semenny vacek

iatrogenné



