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Abstrakt 

 AA amyloidóza je klinicky významnou skupinou nemocí vznikajících v důsledku trvale 

zvýšené systémové koncentrace, postupného hromadění a abnormální agregace jednoho 

z nejhojnějších sérových proteinů akutní fáze – sérového amyloidu A (SAA) v řadě orgánů a 

tkání lidského těla. 

 K trvale zvýšené systémové koncentraci SAA dochází v důsledku chronicky 

probíhajících infekčních a zánětlivých onemocnění. Zvláštní skupinu představují dědičně 

podmíněné AA amyloidózy, které jsou způsobeny mutacemi genů kódujících některé 

z komponent imunitního systému.  V řadě dědičně podmíněných případů zůstává příčina AA 

amyloidózy neznámá. 

 V této práci je popsána rodina s autozomálně dominantně dědičnou AA amyloidózou,  

u které byla u pacientů pomocí celogenomového sekvenování a cíleného genotypování nalezena 

mutace chr11:18287683 T>C (Hg19) v promotorové oblasti SAA1, která je ve vazbě 

s rizikovým amyloidogenním haplotypem SAA1.1. Funkční analýza prokázala, že nalezená 

mutace zvyšuje transkripci SAA1 a vede u pacientů k trvale zvýšené sérové koncentraci SAA    

a preferenční agregaci SAA1.1 v amyloidových depozitech.  

Tato práce dokumentuje první případ idiopatické AA amyloidózy u člověka způsobené mutací 

v promotoru SAA1. Znalost mechanismu vzniku nemoci může být v budoucnu indikací pro 

zahájení cílené léčby. Mutace v promotoru SAA1 by měly být zvažovány u všech případů 

idiopatických forem AA amyloidózy, u kterých není jasně přítomna imunitní ani zánětlivá 

složka nemoci. 
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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 SAA1. This mutation chr11:18287683 T>C (Hg19) is linked to the high-risk 

amyloidogenic haplotype SAA1.1.  Functional analysis demonstrated that the mutation 

increases SAA1 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 SAA1 gene. Knowledge of the mechanism of the disease 

may be an indication for targeted treatment in the future. Mutations in the SAA1 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   amyloid associated, s amyloidy spojený 

Aβ  protein amyloid beta  

AEF  amyloid enhancing factor, faktor urychlující vznik amyloidů 

AL  amyloidóza na bázi lehkých imunoglobulinových řetězců 

AP  amyloidová P komponenta 

Apo  Apolipoprotein 

ATTR  amyloidóza na bázi transthyretinu 

anti-IL6  anti-interleukin 6 

CNS  centrální nervová soustava 

CRP  C-reaktivní protein akutní fáze  

DNA   deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleová kyselina 

ELISA  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, metoda 

FAP  Familiární amyloidní polyneuropatie 

FMF  Familial Mediterranean Fever, Familiární středomořská horečka  

gnomAD online databáze „The Genome Aggregation Database“ 

HDL  high-density lipoprotein, vysokodenzitní lipoprotein 

Hg19 Human genome 19 (Genome Reference Consortium Human Build 37 

(GRCh37), verze referenčního genomu 

IGV  Integrated Genome Viewer 

IL  Interleukin 

IL-1  Interleukin 1 

IL-6  Interleukin 6 

ISA  International Society of Amyloidosis, Mezinárodní společnost pro amyloidózu 

LPS  lipopolysacharide, lipopolysacharid 

MS  mass spectrometry, metoda hmotnostní spektrometrie 

MT  mutantní typ 

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

  kappa B 

NGS  Next Generation Sequencing, sekvenování nové generace 

OMIM  online databáze „Online Mendelian Inheritance in Man“ 

PCR  polymerase chain reaction, polymerázová řetězcová reakce 

RLU  relative light unit, relativní světelná jednotka 
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RNA  ribonucleic acid, ribonukleová kyselina 

SAA  sérový amyloid A  

SAA1  gen pro SAA 

SAP  sérový amyloid P  

TNF-α  tumor necrosis factor α, faktor nádorové nekrózy α 

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 sekvenování 

WT  „wild-type“, divoký typ 
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1. Úvod 

 Poruchy imunitního sytému jsou primární příčinou nebo modulují průběh širokého 

spektra nemocí. Jedním z případů poruch imunitního systému s orgánově specifickými či 

systémovými dopady jsou amyloidózy. Amyloidóza je klinické označení pro skupinu nemocí, 

které vznikají v důsledku postupného hromadění a abnormální agregaci původně rozpustných 

proteinů, tzv. amyloidů v řadě orgánů a tkání lidského těla. Hromadění amyloidu vede                   

k poškození funkce postižených tkání a orgánů, jejich funkčnímu selhání a smrti. V současnosti 

je známo více než 35 proteinů amyloidogenní povahy. Amyloidóza každoročně postihuje 5 až 

13 pacientů z 1 milionu obyvatel. 

 Jednou z klinicky významných skupin amyloidóz je AA amyloidóza. Za tohoto stavu je 

patologický amyloid – amyloid A – tvořen z jednoho z nejhojnějších sérových proteinů akutní 

fáze – sérového amyloidu A (SAA). Riziko vzniku AA amyloidózy je spojeno s trvale zvýšenou 

systémovou koncentrací SAA, ke které dochází v důsledku chronicky probíhajících infekčních, 

zánětlivých, hematologických a nádorových onemocnění. V současnosti je definováno téměř 

50 skupin nemocí spojených s rizikem rozvoje AA amyloidózy. 

 Zvláštní skupinu představují dědičně podmíněné AA amyloidózy. Ty jsou asociovány 

s řadou periodických horečnatých syndromů způsobených dominantními nebo recesivními 

mutacemi genů kódujících některé z komponent imunitního systému. Nejznámějšími jsou 

případy familiárních periodických horeček spojených s mutacemi receptoru pro tumor 

nekrotizující faktor, pyrin a mevalonát kinázu. V řadě dědičně podmíněných případů však 

zůstává příčina AA amyloidózy neznámá.  

 Laboratoř pro studium vzácných nemocí při Klinice pediatrie a dědičných poruch 

metabolismu 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy je zaměřena na hledání genetických, 

molekulárně biologických a buněčně patologických příčin vzácných nemocí v širokém spektru 

klinických oborů. Ve své činnosti laboratoř vychází z těsné spolupráce s klinickými partnery a 

z dlouholeté expertizy v analýze nukleových kyselin, proteinů, metabolitů a aplikaci 

molekulárně biologických a buněčně patologických metod umožňujících studovat 

patofyziologické dopady kauzálních genetických mutací.   

 V roce 2018 byl v laboratoři zahájen program zaměřený na hledání genetických příčin 

nemocí s negativními výsledky genetického testování. Tento program je od roku 2019 

podporován grantem Agentury pro zdravotnický výzkum Ministerstva zdravotnictví České 

republiky.  
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 Jedním z případů, který je v tomto programu studován, je rodina s autozomálně 

dominantně dědičnou formou AA amyloidózy. Tato rodina byla identifikována v roce 2008 

profesorem MUDr. Ivanem Rychlíkem, CSc.  a profesorkou MUDr. Zdeňkou Vernerovou, CSc. 

z Fakultní nemocnice Královské Vinohrady a následně v letech 2008–2012 vyšetřována a 

studována v Ústavu dědičných metabolických poruch patology profesorem MUDr. Milanem 

Ellederem, DrSc. a MUDr. Jakubem Sikorou, Ph.D. V rámci těchto aktivit byla stanovena 

diagnóza AA amyloidózy na úrovni klinické, imunohistochemické a proteomické. Genetická 

vyšetření vyloučila mutace v protein kódujích oblastech genu SAA1. Následně bylo v rodině 

provedeno celogenomové genotypování, vazebná analýza, celoexomové sekvenování a RNA 

sekvenování, vše s negativními výsledky. 
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2. Cíle práce  

Úkolem a cílem mé diplomové práce bylo provést literární rešerši o problematice amyloidóz se 

zaměřením na dědičně podmíněné typy AA amyloidózy, patofyziologii sérového amyloidu A 

a současné metodologické přístupy ke studiu a charakterizaci genetických a molekulárních 

příčin dědičně podmíněných nemocí. Následně jsem měla ve studované rodině s AA 

amyloidózou revidovat a doplnit všechny dostupné klinické informace o progresi nemoci, 

analyzovat biochemické výsledky s cílem upřesnit klinický stav jedinců, revidovat výsledky 

dostupných genetických dat, provést celogenomové sekvenování u vybraných jedinců a 

prokázat kauzalitu vybraných kandidátních mutací pomocí vhodných genetických a 

molekulárně biologických metod. Určení genetické příčiny by mělo být podkladem pro 

zhodnocení vhodnosti terapeutických postupů u postižených jedinců a případně k částečnému 

objasnění funkce SAA1 v buněčné signalizaci. 
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3. Literární přehled 

3.1 Obecná charakteristika amyloidóz  

 Amyloidóza je klinické označení pro skupinu nemocí, které vznikají v důsledku 

postupného nahromadění nerozpustných proteinových struktur – amyloidů – v mezibuněčném 

prostoru různých orgánů a tkání lidského těla. Ve většině případů vede hromadění amyloidu 

k postupnému poškození funkce postižených tkání a orgánů, jejich funkčnímu selhání a smrti. 

Nejčastěji a nejvážněji se orgánové postižení projevuje u ledvin, myokardu, centrální nervové 

soustavy a u orgánů trávicí soustavy (Bustamante a Zaidi, 2020). Diagnóza amyloidózy je 

určena na základě histopatologického průkazu přítomnosti amyloidu v postižených tkáních. 

Spektrum příznaků, průběh a klinická klasifikace amyloidóz závisí na příčině, typu, míře vzniku 

a orgánové lokalizaci vznikajícího amyloidu. Pokroky v zobrazovací, biochemické a 

molekulárně biologické  diagnostice a lepší klinické rozpoznávání ukazují, že amyloidózou 

může trpět mezi 5 až 13 pacienty z milionu obyvatel (Nienhuis et al., 2016), a že její incidence 

v rozvinutých zemích trvale vzrůstá (Ravichandran, Lachmann a Wechalekar, 2020). 

Pochopení molekulárních příčin a správná klasifikace jednotlivých typů amyloidóz je základem 

pro jejich cílenou léčbu a prevenci (Obici a Adams, 2020). 

3.2 Historie objevu a definice amyloidu a amyloidóz 

 Amyloid je mikroskopicky zdánlivě homogenní a amorfní struktura, která se nezávisle 

na svém proteinovém složení univerzálně barví různými typy buněčných barviv, například 

Kongo červení. Nejstarší známé pitevní nálezy pravděpodobně popisující amyloidózu, 

pocházejí z druhé poloviny 17. století a první poloviny 18. století (Nicolaus Fontanus, Thomas 

Bartholin, Theophile B. Bonet, Jeremiah Wainewright) a popisují přítomnost bílých 

„ságových“ nebo „jílovitých“ depozit ve slezině. Během 18. a 19. století další autoři (například 

Antoine Portal) popisovali amyloidózy jako „sádelnaté“, „lojovité“ nebo „vosku podobné“ 

struktury. Carl Rokitansky si všiml zvýšené četnosti výskytu těchto „sádelnatě – gelovitých“ 

struktur v orgánech pacientů s tuberkulózou a syfilis. Další patologové jako George Budd nebo 

James Drummond zjistili, že tyto struktury nejsou tvořeny tuky, ale proteiny, a že všichni 

pacienti s těmito depozity měli tuberkulózu  (Kyle, 2001). 

 Termín amyloid pochází z roku 1838 od německého botanika Matthiase Schleidena, 

který použil latinského slova amylum pro popis modrého zbarvení v primárních vrstvách 

buněčné membrány rostlinného pletiva připomínající škrob (Tanskanen, 2013).  Další autor 

slova amyloid, Rudolf Virchow v roce 1854 popsal malé kulaté léze v nervovém systému se 
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zmínkou, že tyto struktury mají během barvení jódem stejnou reakci jako škrob, kdy se barva 

struktur mění z hnědé na modrou. Virchow předpokládal, že šlo opravdu o škrob. Léze v mozku 

nazval jako cerebral corpora amylacea a poprvé tak přenesl termín amyloid do lékařského 

oboru. Patologové během 19. století začali používat termín amyloidóza pro popis na barvení 

jódem pozitivních infiltrovaných histopatologických změn v různých orgánech (Sipe a Cohen, 

2000). 

 August Kekulé a Carl Friedich v roce 1859 prokázali ve shodě s Georgem Buddem, že 

v orgánech, ve kterých je amyloid střádán, je vysoký obsah dusíku. Potvrdil se tak předpoklad, 

že amyloid je tvořen proteiny. Dodnes není jasné, proč termín amyloid, který neodpovídá jeho 

složení, v názvosloví přetrval. 

  V roce 1922 Hermann Bennhold s tehdy dostupnými histologickými metodami barvení 

tkání a mikroskopickými technikami objevil, že se amyloid specificky barví Kongo červení. To 

byl zlomový okamžik pro histopatologickou metodu průkazu přítomnosti amyloidů, který se 

používá dodnes. Na základě obarvení Kongo červení a následném pozorování v polarizovaném 

světle byl v roce 1927 poprvé popsán charakteristický zelený dvojlom, který vysoce specificky 

prokazuje ložiska amyloidů (Obrázek 6) (Kyle, 2001). Alan S. Cohen a Evan Calkins v roce 

1959 na základě předchozích studií amyloidů využili pokroků v elektronové mikroskopii a 

odhalili, že se amyloid ukládá v podobě seskupení fibrilárních struktur (Cohen a Calkins, 1964). 

V roce 1968 E.D. Eanes a George Glenner studovali izolované amyloidy pomocí rentgenové 

difrakce. Určili jejich sekundární konformaci v podobě β-skládaných listů (Eanes a Glenner, 

1968). Další biochemické analýzy amyloidů postupně objasnily aminokyselinové sekvence 

jejich proteinových prekurzorů. George Glenner a jeho kolegové v roce 1971 určili první 

proteinový prekurzor amyloidů - lidský imunoglobulinový lehký řetězec izotypu κ (kappa) 

(Glenner et al., 1971). S využitím proteomických technik bylo objeveno a popsáno široké 

spektrum dalších různých amyloidogenních proteinových prekurzorů na základě 

imunoglobulinových řetězců. Během 80. let 20.století byly připraveny protilátky proti 

jednotlivým amyloidogenním proteinům. Earl P. Benditt v téže době objevil a definoval 

nízkomolekulární ne-imunoglobulinový amyloidogenní prekurzor – sérový amyloid A (SAA). 

(Benditt a Eriksen, 1971).  SAA byl následně určen jako významná složka skupiny proteinů 

akutní fáze, které jsou intenzivně produkovány při různých zánětlivých stavech (Sack  Jr, 

2018). Současně se začaly prokazovat genetické příčiny některých dědičných familiárních 

amyloidóz (Ryšavá, 2013).  
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3.3 Složení amyloidů, jejich vznik, struktura a mechanismus toxicity 

 Amyloid je ve většině případů patologická mezibuněčná léze, která vzniká postupným 

skládáním tisíců molekul příslušného proteinového amyloidogenního prekurzoru do 

organizované prostorové struktury tvaru beta skládaného listu a podoby lineárních nevětvených 

vláknitých fibril o průměru 7-13 nanometrů a velikosti v rozsahu od nanometrů do mikrometrů. 

Struktura beta skládaného listu umožňuje organizovanou vazbu některých typů barviv, 

například Kongo červeně, podél fibril. Fibrilární morfologie, struktura beta listu a 

charakteristický způsob barvení jsou považovány za typický znak amyloidu (Chiti a Dobson, 

2017). Ze známých amyloidogenních proteinových prekurzorů je většina složena z méně než 

100 aminokyselin a tyto proteiny nemají žádnou zřejmou podobnost v sekvenci, nativní 

struktuře a biologické funkci. Mechanismus vzniku amyloidních fibril závisí na fyzikálně 

chemických vlastnostech prekurzorového proteinu a připomíná krystalizaci. Vznik amyloidu 

probíhá postupně v sekvenci vzniku oligomerů, jejich postupné agregaci, elongaci a konečnému 

strukturnímu uspořádání. Vzhledem k tomu, že je amyloid ve většině případů mezibuněčnou 

lézí, přispívá k jeho vzniku složení a organizace mezibuněčné hmoty (Owen et al., 2019). Vznik 

amyloidu v agregačních centrech je indukován lokálně zvýšenou koncentrací amyloidogenního 

prekurzoru a katalyzován přítomností dalších proteinových složek a doprovodných faktorů jako 

je lokální pH, přítomnost iontů kovů, polyaminů či volných radikálů. 

 Všechny typy amyloidů mají kromě fibrilární struktury společné i některé další 

proteinové složky a modulátory vzniku. Mezi společné strukturní složky patří sérový amyloidní 

protein P (SAP), apolipoproteiny a glykosaminoglykany. SAP patří mezi proteiny akutní fáze 

a je homologní k C-reaktivnímu proteinu (CRP). Interaguje v plazmě s celou řadou proteinů, 

včetně složek komplementu, apolipoproteinů a regulátorů koagulace a proteolýzy. Bylo 

dokázáno, že navázání vápníkových iontů na SAP podmiňuje jeho rezistenci vůči proteolytické 

degradaci. A protože SAP je složkou všech typů amyloidů, jeho proteolytická odolnost se 

zřejmě přenáší i na samotný amyloid. Zatím nebyl objasněn mechanismus odolnosti amyloidu 

proti degradaci (Poulsen et al., 2017). Apolipoprotein E (ApoE) a glykosaminoglykany 

(heparansulfát) mají vliv na přeměnu rozpustných prekurzorů na nerozpustné fibrily, a tak 

podporují uspořádání proteinů do struktury beta-skládaného listu. Modulátorem, který 

urychluje vznik amyloidu je „Amyloid Enhancing Factor“ (AEF).  Objev AEF faktoru byl 

učiněn při pokusech vyvolání systémové AA amyloidózy u křečků, kterým byl injekčně 

podáván kasein. AEF se získal extrakcí z amyloidy postižené tkáně a byl následně vpraven do 

myší. Celá fáze tvorby a ukládání amyloidových ložisek pod vlivem AEF byla značně urychlena 
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(Hol et al., 1986). Přesné složení a struktura  AEF není doposud objasněná, pravděpodobně jde 

o lysozomální proteázu makrofágů nebo neutrofilů (Ryšavá, 2013).  

 Vznik amyloidu a jeho agregace do fibril je proces, který je podmíněn různými 

poruchami v syntéze vlastního prekurzorového proteinu nebo v jeho buněčné či systémové 

homeostáze. Mezi faktory podmiňujících vznik amyloidů patří tvorba a kinetika amyloidových 

prekurzorů, jejich schopnosti blokovat dráhy intracelulárních degradačních proteáz, narušení 

propustnosti buněčné membrány nebo mutace v genu kódující vznik daného amyloidogenního 

prekurzoru. Mutace může mít zásadní vliv na urychlení doby celého procesu vzniku amyloidů. 

Není však ale prokázaná přímá závislost na vzniku amyloidózy na základě závažnosti příčiny a 

množstvím amyloidových prekurzorů (Rambaran a Serpell, 2008). Další vlivy na formaci 

amyloidů mohou vyplývat z důsledku zvýšené propustnosti buněčné membrány vedoucí              

k narušení homeostázy uvnitř buňky a ke zvýšení intracelulární koncentrace vápníku (Mattson 

et al., 1992), narušení transportu zásobení krví mezi buňkou a kapilárou (Elleder, 1999), 

vynucené vytvoření buněčných kanálů v membráně (Hirakura et al., 2002), nebo různé poruchy 

buněčné signalizace (Costantini et al., 2005). Mechanismy toxického působení ložisek 

amyloidů přímo na tkáň nejsou doposud z biologického hlediska zcela vysvětlené. 

3.4 Klasifikace amyloidóz 

 Amyloidózy jsou klinicky heterogenní onemocnění, která jsou v závislosti na příčině 

geneticky podmíněné, nebo v průběhu života získané a projevující se v pozdějším věku. 

Geneticky podmíněné amyloidózy mají široké spektrum zatím neobjasněných genetických 

příčin. Klinické projevy u geneticky podmíněných forem amyloidózy jsou charakterizovány 

většinou dominantní dědičností, pomalou progresí, variabilitou ložisek a můžou se projevit i u 

jedinců mladšího věku.  

 Historicky se amyloidózy dělily podle popisu klinických projevů a patologických 

nálezů. Základní (původní) rozdělení bylo do dvou hlavních skupin: primární a sekundární 

amyloidóza. U primární amyloidózy nebyla jasná konkrétní příčina. Předpokládalo se, že je 

dědičně podmíněná. U sekundární amyloidózy se předpokládalo, že vzniká v důsledku během 

života vzniklých chronických zánětlivých procesů. V dnešní době se rozdělení do skupin 

primární a sekundární amyloidóza již nepoužívá.  

 Podle rozsahu poškození lze dělit amyloidózy na systémové a lokalizované. Častěji se 

vyskytují systémové amyloidózy, kdy je současně postiženo více orgánů v těle. Lokalizovaná 

amyloidóza je charakterizována nahromaděním amyloidů v strukturních buňkách jednotlivého 
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orgánu v souvislosti s jiným, primárním onemocněním. Amyloidy jsou postiženy například 

neurony v souvislosti s Alzheimerovou chorobou, nebo Langerhansovy ostrůvky ve slinivce 

břišní ovlivňující syntézu inzulinu při dlouhodobém diabetu II. typu (Lorenzo et al., 1994). 

Amyloidóza se vyznačuje trvalým progresem s nepříznivou prognózou, protože zatím 

neexistuje žádná léčba, která by zcela vyléčila toto onemocnění. Existují ale určité možnosti 

léčby navržené podle konkrétních typů amyloidóz, které dokážou zmírnit příznaky, pomoci 

zvýšit kvalitu života pacienta a prodloužit jeho život.  

 Amyloidózy se dělí podle typu amyloidogenních proteinů. Každý typ amyloidu má svůj 

specifický prekurzorový protein, který je funkčně normální, tzv. „wild-type“, nebo mutantní, 

zejména v případě familiárních forem amyloidóz. Od proteinů se pak odvíjí i název pro 

jednotlivé typy amyloidóz. V současné době je známo 36 typů amyloidogenních proteinů, 

jejichž názvy jsou pravidelně každé dva roky aktualizovány podle výboru Mezinárodní 

společnosti pro amyloidózu (ISA, International Society of Amyloidosis) (Benson et al., 2018). 

Všechny aktuální názvy amyloidogenních proteinů jsou shrnuty v Tabulce P.1 v příloze. 

Současný vývoj a pokroky v proteomických technikách naznačují, že existuje mnohem více 

proteinů s amyloidogenními předpoklady (Lavatelli et al., 2016).  

 V současnosti je klasifikace amyloidóz založena na typu amyloidového proteinového 

prekurzoru, na způsobu distribuce a místa jeho hromadění a na základě očekáváné etiologie.      

U lokalizované amyloidózy probíhá syntéza prekurzorových proteinů a následný vznik 

amyloidových ložisek přímo v jednotlivých orgánech nebo tkáních. U systémové amyloidózy 

je proteinový prekurzor uvolňován na jednom místě a prostřednictvím sekrece a krevního oběhu 

je transportován do buněčných struktur celé řady orgánů (Blancas-Mejía a Ramirez-Alvarado, 

2013). Získané amyloidózy jsou spojeny s agregací sekvenčně normálního proteinu. Geneticky 

podmíněné formy amyloidóz jsou způsobeny agregací mutované formy proteinu nebo 

v důsledku mutací vedoucích ke zvýšené produkci amyloidogenního proteinu.  

 

Tento způsob klasifikace tak definuje 4 základní skupiny: 

1. Lokalizované získané amyloidózy 

 Jde o velkou a variabilní skupinu, která je charakterizovaná ukládáním amyloidů přímo 

v jednotlivých orgánech a jsou topicky omezené na dané orgány. Jedná se hlavně o různá 

neurodegenerativní onemocnění (Alzheimerova nemoc), prionové nemoci (různé formy 
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cerebrální angiopatie na základě variability prionových proteinů APrP), postižení 

Langerhansových ostrůvků slinivky břišní v důsledku dlouhodobého diabetu nebo nádory. 

 Za významně ovlivňující faktory se považují nadměrné stimulace k sekreci 

amyloidogenního proteinu a přítomnost látek podporujících fibrilární agregaci. Mezi takové 

procesy se souhrnně řadí různé stavy nebo látky, které vyvolávají buněčný stres a v sekrečním 

okolí buňky dochází k agregaci sekvenčně normálního proteinu, změně jeho přirozené struktury 

a ke zvýšené produkci amyloidogenních prekurzorových proteinů, například proces 

proteolytického štěpení amyloidového prekurzorového proteinu (APP) na protein amyloid beta 

(Aβ) a jeho agregace v mozkové tkáni při Alzheimerově chorobě. Vyvolání takového 

buněčného stresu mohou způsobovat různé stavy spojené s traumatem, energické nedostatky 

různých druhů, působení reaktivních forem kyslíku (ROS, reactive oxygen species) ovlivňující 

transport vápníkových iontů do buňky nebo různé faktory životního prostředí typu změny pH 

nebo vlivu iontů těžkých kovů. Následek těchto stavů spojených s vysokým věkem má 

pravděpodobně vliv na spontánní hromadění amyloidů a jejich tvorbu v rozsáhlá ložiska, hlavně 

v centrální nervové soustavě (CNS).   

2. Systémové získané amyloidózy 

 Podobně jako u lokalizovaných získaných amyloidóz je hlavní příčinou buněčný stres 

zvyšující produkci a hromadění sekvenčně normálního proteinu. V patogenezi systémových 

stavů jsou nejvýznamnější zvýšené koncentrace a hyperprodukce amyloidogenních proteinů 

v séru. Amyloidogenní protein je uvolňován na jednom místě a prostřednictvím sekrece je 

transportován do celé řady orgánů. Vzhledem k množství možných postižených orgánů klinické 

příznaky můžou být velmi pestré a různorodé, což zpravidla komplikuje diagnostiku. Nejčastěji 

postiženými orgány jsou ledviny, srdce, játra, nervový systém (periferní i autonomní) nebo 

gastrointestinální trakt či měkké tkáně.  Mezi získané systémové amyloidózy patří AL 

amyloidóza, ojedinělá AH amyloidóza, amyloidózy postihující ledviny na bázi wild-type 

apolipoproteinu A IV (ApoAIV) nebo proteinu leukocyto-chemotaktického faktoru (LECT2). 

Poměrně častá je Senilní amyloidóza srdce, která je spojená s vysokým věkem, ukládáním 

molekul nativního transthyretinu (TTR) a projevuje se srdečním postižením ve formě mírné 

kardiopatie. I za takto mírnou formou se mohou skrývat mutace v genu TTR. 

 

 



10 

 

3. Lokalizované dědičné amyloidózy 

 Geneticky podmíněné amyloidózy jsou na základě autozomálně dominantní dědičnosti 

a genetických polymorfismů. Vznik amyloidů významně zvyšují mutace v primární struktuře 

proteinu, které mají amyloidogenní potenciál. Jde o významný kauzální faktor, který podmiňuje 

familiární výskyt, časný vznik a zvýšené riziko přenosu onemocnění. Nejčastější dědičné typy 

jsou Familiární britská demence (na bázi prekurzoru ADan_) nebo různé formy cerebrální 

angiopatie na bázi různých variant prionových proteinů nebo proteinu Aβ, u nichž vysoký věk 

a přítomnost ovlivňujících faktorů usnadňují fibrilární agregaci. Lokalizovaná AL amyloidóza 

je vzácnější a vyskytuje se v řadě orgánů v podobě jednotné kalcifikující léze, která se jeví jako 

nádor. Léze jsou tvořeny imunoglobulinovými lehkými řetězci, které jsou produkované 

plazmatickými buňkami přímo v místě depozice. Lézí se ale může vyskytnout více a nejde zcela 

vyloučit, zda se nejedná o příznak současně probíhající systémové AL amyloidózy. 

4. Systémové dědičné amyloidózy 

 Jde o skupinu amyloidóz s dominantním přenosem mutací v sekvenci řady 

amyloidogenních proteinů, které mohou způsobovat změněné odbourávání nebo narušování 

zpracování proteinu během jeho syntézy a vnitrobuněčné fáze jeho životního cyklu a tím i 

zvýšenou amyloidogenicitu.  Klinický projev se projevuje většinou až na základě zvýšené 

produkce a obratu amyloidogenních proteinů. Průběh a progresi nemoci v závislosti na 

genetické penetranci nelze jednoznačně předem odhadnout. Vliv tak mají různé genetické 

polymorfismy, které by mohly objasnit, proč ve skupině se stejným základním onemocněním 

k amyloidóze dochází jen u některých pacientů.  

Seznam aktuálně známých typů amyloidóz, jejich proteinové prekurzory, formy (lokalizované 

nebo systémové), postižené orgány a předpokládaný původ (získané nebo dědičné) je uveden 

v Tabulce P.1 v příloze.  

3.5 Nejčastější typy systémových dědičných amyloidóz 

 Nejčastěji se vyskytující jsou AL amyloidózy, vznikající z nadprodukce lehkých řetězců 

imunoglobulinů, ATTR amyloidózy, které mohou vznikat z mutovaného transthyretinu nebo 

z nadprodukce normálního transthyretinu a AA amyloidózy vznikající ze sérového amyloidu 

A.  Další typy amyloidóz jsou jednotlivě méně časté (Nienhuis et al., 2016). 

 Z globálního hlediska obecně platí incidence ze všech každoročně diagnostikovaných 

amyloidóz: 78 % je AL amyloidóza, 10-20 %  ATTR amyloidóza a 6% AA amyloidóza 
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(Bustamante a Zaidi, 2020). Z 5ti případů na milion obyvatel jsou ročně 3 případy definovány 

jako AL amyloidóza a 1 případ AA amyloidóza a 1 případ jako ostatní typy amyloidóz (Real 

de Asúa et al., 2014).  

3.5.1 AL amyloidóza 

 AL amyloidóza je v současnosti nejčastějším typem postižení. Její incidence výskytu 

v západních zemích je 1 nový případ na 100 000 jedinců (Bustamante a Zaidi, 2020). Počet 

postižených AL amyloidózou se jen v USA od roku 2008 zvýšila z 15,5 postižených pacientů 

na milion obyvatel na 40,5 postižených na milion obyvatel v roce 2015. To znamená, že ročně 

se v USA objeví až 3200 nových případů AL amyloidózy. Odhaduje se, že v současné době je 

45 tisíc postižených pacientů v USA a EU. AL amyloidózou jsou postiženy spíše starší osoby 

nad 65 let a z 54 % muži. Prevalence onemocnění ale v poslední době stoupá z důsledku delšího 

přežívání pacientů (Quock et al., 2018). 

 Hlavní příčinou poruchy a vzniku AL amyloidů je nadprodukce a chybné složení 

lehkých řetězců protilátek při monoklonální buněčné proliferaci v kostní dřeni a vzniku 

patologických klonů plazmatických B-buněk. Základní funkcí plazmatických B-buněk je 

produkce protilátek, které jsou důležitou součástí imunitního systému. Všechny protilátky 

(imunoglobuliny) jsou složeny ze dvou stejných typů těžkých H řetězců (dle anglického heavy) 

a ze dvou stejných typů lehkých L řetězců (dle angl. light). Lehké řetězce se vyskytují ve dvou 

typech: lambda λ nebo kappa κ. κ řetězce představují přibližně 2/3 lehkých řetězců u všech 

imunoglobulinů, jak cirkulujících, tak i vázajících se na buněčný povrch. Příčina nadprodukce 

lehkých řetězců je porušení rovnoměrného poměru lehkých a těžkých řetězců během syntézy  

u nádorových buněk. U normálních buněk se lehké a těžké řetězce produkují nezávisle na sobě, 

ale ve vyrovnaném poměru.  Porucha může být v průběhu života získaná na základě nějaké 

formy imunitního deficitu nebo v důsledku vlivu působení některých vnějších faktorů, zejména 

angiogenních cytokinů (Kastritis et al., 2010). Po vyhledání hesla „AL-amyloidosis“ v online 

databázi lidských genů a fenotypů (OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man, 

https://omim.org/) je v současné době známo 8 genů (IGKC, FGA, CCND1, APOA1, LYZ, 

LIG4, B2M, TTR), které jsou zodpovědné za geneticky podmíněné poruchy AL amyloidóz 

s modelem autozomálně dominantní nebo recesivní dědičností nebo jsou způsobená 

somatickou mutací. Například mutace v genu IGKC způsobuje deficienci κ lehkých řetězců 

imunoglobulinů  (Sala et al., 2016) a  CCND1 zvyšuje expresi cyklinu D1, který má vliv na 

zvýšenou produkci lehkých imunoglobulinových řetězců v plazmatických buňkách u pacientů 

s AL amyloidózou (Ryšavá, 2013). 
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 Projevy a průběh onemocnění se individuálně velmi liší. Depozita amyloidu se mohou 

vyskytovat prakticky kdekoliv lokálně v těle i systémově ve více orgánech najednou. Ukládají 

se hlavně v ledvinách, srdci, periferních nervech a v trávicím traktu. U 70 % pacientů je 

nejčastějším projevem dysfunkce ledvin s proteinurií nefrotického rozsahu vedoucí k selhání 

ledvin.  Dalšími častými příznaky jsou kardiomyopatie (60 % pacientů), periferní neuropatie 

(20 %) a autonomní neuropatie (15 %), makroglosie (15 %); a výskyt purpury v důsledku 

postižení cév a/nebo nedostatku koagulačního faktoru (Merlini et al., 2011). Pacienti mohou 

být též postiženi různými mnohočetnými myelomy nebo poruchami lymfoproliferace (Desport 

et al., 2012). 

 Zajímavým souladem je, že na rozdíl od systémové AL amyloidózy se u lokalizované 

AL amyloidózy téměř nevyskytují monoklonální plazmatické složky a nepřevažují tak 

protilátky jednoho typu. Byla prokázána přítomnost obřích mnohojaderných buněk – 

granulomů, které se snaží fagocytovat amyloidní léze, ale neúspěšně. Granulomy vznikají 

přeměnou makrofágů a pravděpodobně se přímo účastní přeměny rozpustných lehkých řetězců 

o plné délce na nerozpustné a zkrácené fibrily vytvořené z fragmentů N-terminálních lehkých 

řetězců (Westermark, 2012). 

 Cílem léčby u AL amyloidózy je snaha o eliminaci špatně složených amyloidogenních 

lehkých řetězců, klonů plazmatických buněk, minimalizaci toxicity léčby a podpoření funkce 

cílových orgánů. Podstatou léčby AL amyloidózy je obnova funkce postižených orgánů na 

základě snížení koncentrace toxických volných lehkých řetězců a dosažení hematologické 

remise (Jelínek et al., 2016). Konvenční léčba AL amyloidózy je založena na kombinaci 

kortikosteroidů (prednison, dexamethason) a alkylátorů (melfalan, cyklofosfamid), protože se 

účinky těchto dvou skupin sloučenin vzájemně zesilují. Tato kombinace byla poprvé použitá   

v roce 1972, a po dlouhou dobu byla standardní variantou léčby (Jones et al., 1972). Jako další 

možnost léčby se začala využívat vysokodávkovaná chemoterapie melfalanem, následovaná 

autologní transplantací kmenových buněk podle vzoru mnohočetného myelomu. Léčba se ale 

později projevila jako nevhodná pro rizikovou skupinu pacientů. Nejlepší klinické výsledky 

mají z poslední doby terapie imunomodulátory typu thalidomidu, lenalidomidu, pomalidomidu 

nebo inhibitoru proteázy – bortezomibu. Léčiva cíleně působí na faktory ovlivňující funkci 

plazmatických buněk a potlačují tak regulaci imunitních buněk, ale jsou často spojeny 

s vedlejšími, mnohdy i toxickými účinky. Symptomatické postupy léčby zahrnují transplantace 

ledvin nebo srdce u nemocných po předcházející vysokodávkované chemoterapii (Ryšavá, 

2018). 
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3.5.2 ATTR amyloidóza 

 Název pro transthyretin (TTR) neboli prealbumin, pochází z jeho funkce přenosu 

hormonů štítné žlázy (tyroxinu) a retinolu (trans-thyr-retin). TRR je běžnou složkou plazmy a 

jedná se o evolučně konzervovaný sérový protein, který se vyskytuje ve formě stabilního 

tetrameru. ATTR amyloidózy mohou být získané i dědičné. Mezi získané (wild-type) ATTR 

patří tzv. Senilní amyloidóza srdce, která je spojená s normální funkcí TTR, ale je ovlivněná 

věkem. Odhad prevalence výskytu je přibližně až u 25 % lidí nad 80 let, převážně u mužské 

populace. Průběh bývá většinou bez vážných symptomů a ložiska v srdci se nalézají až při pitvě 

(Westermark et al., 1990). Genetické dispozice k dědičným ATTR jsou významně ovlivněny 

mutacemi v sekvenci kódující TTR a zvyšuje se pravděpodobnost tvorby amyloidů a tvorby 

depozic TTR. Příčinou tvorby depozic je nestabilita konformace rozpustného tetrameru TTR 

při denaturaci a jeho následná přeměna na monomery současně s připojováním menších 

peptidových fragmentů na nerozpustné amyloidy.  

 Geneticky podmíněné ATTR jsou převážně modelu autozomálně dominantní dědičnosti 

(Adams et al., 2019). Vyskytují se ve dvou hlavních klinických manifestacích – Familiární 

amyloidová polyneuropatie (FAP) a Familiární amyloidní kardio-myopatie (FAC).  FAP je lépe 

prostudovaná a vyskytuje se podstatně častěji než FAC. Bylo popsáno zhruba 100 bodových 

mutací a variant, které jsou zodpovědné za vznik FAP v různých formách v určitých populacích 

na základě geografického výskytu. Nejčastější variantou mutace v genu TTR je záměna valinu 

za methionin na 30 pozici (Val30Met) v zemích s nejvyšším výskytem FAP, např. Portugalsko, 

Švédsko nebo Japonsko (Hawkins et al., 2015). Analýza historie mutace Val30Met datuje dobu 

před 750-650 lety, kdy žil pravděpodobně společný předek portugalských a brazilských 

pacientů. Společný předek švédských pacientů byl datován do doby před 350 lety, což potvrzuje 

hypotézu o původním vzniku mutace v portugalském etniku a o nezávislém vzniku mutace         

u švédské populační větve (Zaros et al., 2008). Základním klinickým projevem FAP je ukládání 

amyloidových ložisek v periferních nervech vedoucí k progresivní neuropatii a k postižení 

nervového systému a myokardu. Nemoc se objevuje během třetí dekády života (Planté-

Bordeneuve a Said, 2011). V závislosti na konkrétní mutaci se ale klinické projevy a nástup 

nemoci liší. TTR amyloidózy se vyskytují podstatně méně častěji než AL a AA amyloidózy. 

Prevalence dědičných FAP je světově zhruba 1 pacient na milion obyvatel. Ve zemích 

s nejvyšším výskytem, např. Portugalsko, může být prevalence dokonce 1 pacient na 1000 

obyvatel (Hawkins et al., 2015). V České republice jsou incidence ATTR neznámé (Kufová et 

al., 2014).  
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 Pro léčbu dědičných ATTR zatím neexistuje žádná specifická terapie, která by z tkání 

zcela odstranila amyloidová ložiska. Jelikož se TTR syntetizuje převážně v játrech, 

nejvhodnější možností léčby je tak transplantace jater, která je schopná eliminovat mutovaný 

TTR z oběhu (Ericzon et al., 2015). V poslední době se ale objevily možnosti pro léčbu ATTR 

pomocí léků, které jsou schopny blokovat tvorbu fibrilární agregace TTR monomerů. Mezi ně 

patří diflunisal, který se váže na tyroxinové receptory v TTR a stabilizuje tak jeho tetramerní 

formu, která není amyloidogenní (Kapoor et al., 2019). Dalším léčivem je tafamidis, který též 

stabilizuje TTR formu a je efektivní pro nemocné s ATTR kardiomyopatií (Maurer et al., 2018). 

V poslední době probíhají výzkumy a testování pro další typy léčby na základě uměle 

syntetizovaných RNA molekul, které přímo aktivují RNA-silencing v hepatocytech, vedoucí 

k degradaci TTR m-RNA, a k oslabení translace pro mutantní i wild-type TTR (patisiran) nebo 

single strand-DNA analogech inhibující produkci mutantního i wild-type TTR (inotersen). Tyto 

způsoby zatím nejsou schváleny pro klinické využití a předpokládané dokončení výzkumu je 

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

3.6 AA amyloidóza 

 Historicky byl vznik AA amyloidózy vždy v důsledku nějakého chronického infekčního 

onemocnění, jako například tuberkulóza (Dixit et al., 2009), syfilis nebo chronická 

osteomylitida (Brunger et al., 2020). S rozvojem moderní medicíny a možností úplné léčby celé 

řady infekčních chronických onemocnění se hlavní příčinou pro vznik AA amyloidózy stala 

skupina chronických zánětlivých a neinfekčních autoimunitních onemocnění, například různé 

imunodeficience nebo autoimunitní poruchy typu CVID (common variable 

immunodeficiencies, běžné variabilní imunodeficience, hypogammaglobulinémie), cystická 

fibróza, revmatická artritida a další nemoci (Brunger et al., 2020). Seznam onemocnění z řad 

chronicky zánětlivých autoimunitních nebo infekčních stavů je téměř neomezený. 

 Chronický zánět vede obecně k produkci širokého spektra cytokinů, zejména 

interleukinu-6 (IL-6), interleukinu-1β (IL-1β), tumor nekrotizujícího faktoru α (TNF-α, tumor 

necrosis factor), interferonu-γ (IFN-γ), transformujícího růstového faktoru (TGF-β, 

transforming growth factor) a pravděpodobně i interleukinu-8 (IL-8), které následně v jaterních 

buňkách (hepatocytech) stimulují produkci proteinů akutní fáze – C-reaktivního proteinu 

(CRP), sérového amyloidu A (SAA) a haptoglobinu (Hp) (Gabay a Kushner, 1999). Produkce 

SAA jinými orgány, než játry je zanedbatelná. Trvale zvýšená sérová koncentrace SAA vede 

k agregaci SAA (zejména některých jeho izoforem) a vzniku amyloidových depozit převážně 

v ledvinách, lymfatických uzlinách, štítné žláze a/nebo v srdci.  
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3.6.1 Klinická manifestace AA amyloidózy  

 Klinické projevy AA amyloidózy jsou většinou nespecifické a v závislosti na postižení 

orgánu mohou být mírného průběhu nebo naopak s rychlou progresivitou. Doba od náznaků 

vzniku onemocnění až po klinické prokázání může trvat i desítky let. Nejčastěji se nemoc 

projevuje asymptomatickou proteinurií, která postihuje přes 90% pacientů (Lachmann et al., 

2007). Bez včasného podchycení nemoci začínají ledviny postupně selhávat a dochází k těžkým 

nefropatiím vyžadujícím transplantaci ledvin. Z důsledku transplantací ledvin a dostupnosti 

hemodialýzy se u pacientů dlouhodobě ukládají amyloidy v jiných místech těla a u 20% 

pacientů se objevují poruchy v gastrointestinální soustavě (Van der Hilst et al., 2005). Prognóza 

pacientů s AA amyloidózou závisí na rozsahu poškození. Pokud s pomocí určitých možností 

léčby dojde ke snížení hladiny SAA v séru, malá ložiska amyloidů mohou být postupně 

redukována a funkce orgánů se může zlepšovat. V případě trvale zvýšené koncentrace SAA 

v séru se amyloidová ložiska dále rozrůstají a vedou k nevratnému poškození orgánů a případně 

i jejich fatálnímu selhání.  

 Populační skupinou, která je náchylnější pro vznik AA amyloidózy, jsou obézní 

pacienti. Projevy obezity jsou spojené se zvýšenou hladinou zánětlivých markerů v oběhové 

soustavě – CRP, které jsou regulovány interleukiny IL-6 (Bastard et al., 1999). IL-6 jsou 

prozánětlivé cytokiny a společně s dalšími cytokiny (TNF-α) regulují metabolismus adipocytů 

(tukových buněk) (Coppack, 2001). Samotné adipocyty pak produkují SAA a zdá se, že to může 

být jeden z faktorů podmiňujících vznik AA amyloidózy u obézních pacientů (Poitou et al., 

2005). Přesná diagnostika biopsií se u obézních pacientů ne vždy vyšetřuje, protože se 

předpokládá, že tyto poruchy jsou spojeny přímo s obezitou (Stankovic Stojanovic et al., 2017; 

Blank et al., 2018).  

 Incidenci a prevalenci AA amyloidózy je obtížné jednoznačně určit, protože se příznaky 

a diagnostické metody velmi liší. Spektrum AA amyloidózy se v poslední době ale zvětšilo, 

protože byl zvýšen průměrný medián života pacientů z 54 let na 62 let (Lane et al., 2017).  

3.6.2 Základní diagnostické možnosti průkazu AA amyloidózy 

 Stanovení časné, správné a úplné diagnózy je pro pacienta klíčovým bodem. Určení 

amyloidózy je obtížné, protože neexistuje žádný samostatný laboratorní ukazatel ani 

zobrazovací technika, které by umožnily jednoznačné určení typu nemoci. Na správném určení 

diagnózy se podílí celá řada lékařů a odborných laboratorních pracovníků. Amyloidóza se 

vyznačuje velice širokým spektrem postižení s nespecifickými klinickými projevy. Způsoby 
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diagnostiky a typizace amyloidóz se za posledních několik desetiletí proměnily. Diagnostický 

rozvoj proběhl od nespecifických histologických průkazů a anatomické stavby tkání až po 

využití metod molekulární genetiky a proteomiky. Amyloidóza je onemocněním, které je 

spojené s poruchami proteinů a jejich syntézy, proto jsou proteomické metody klíčové 

pro diagnostiku amyloidózy. Mezi faktory ovlivňující přesnou diagnózu patří například 

variabilita v ukládání ložisek v tkáních, stále se nově objevující typy amyloidogenních 

prekurzorových proteinů, přehlédnutí amyloidových ložisek v časných fázích onemocnění nebo 

nedostatečné uvážení amyloidózy u pacienta v časném stádiu. Příznaky nemoci se u pacienta 

mohou nejprve projevit v souvislosti poruchy funkce daného orgánu bez zjevné příčiny a 

můžou nejprve vzbuzovat dojem jiného, běžnějšího onemocnění.  Základním krokem pro 

diagnostiku na klinické úrovni je vždy krevní obraz a biochemický test. Biochemické ukazatele 

slouží jako marker závažnosti poruch jednotlivých orgánů. Vzhledem k tomu, že AL 

amyloidóza je nejčastějším typem, je nejprve nutné provést základní vyšetření k posouzení 

přítomnosti tohoto typu amyloidózy. Vyšetření spočívá ve stanovení přítomnosti 

monoklonálního imunoglobulinu a monoklonální populace plazmatických buněk v kostní dřeni 

pomocí imunohistochemických a flowcytometrických metod (Merlini et al., 2011; Filipova et 

al., 2015). Konkrétní typ amyloidogenního proteinu lze stanovit několika dalšími metodami. 

Jedním ze základních screeningových vyšetření je klasická elektroforéza sérových proteinů 

nebo proteinů v moči pomocí imunofixační elektroforézy nebo pomocí metody ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) z krevního vzorku. Lze tak detekovat a identifikovat 

sérovou produkci abnormálních monoklonálních proteinů, stanovit koncentraci antigenů a 

protilátek nebo stanovit koncentraci volných lehkých řetězců imunoglobulinů.  Koncentrační 

hodnoty patogenních proteinů nebo monoklonálních imunoglobulinů u AL amyloidózy můžou 

být natolik nízké, že je základní elektroforézy nedokážou v séru odhalit, ale citlivější 

imunofixační elektoforéza je dokáže detekovat (Tichý a Maisnar, 2006). Vysvětlením může 

být, že patogenní proteiny jsou produkovány ve velmi malém množství, nebo se zcela přefiltrují 

v ledvinách. Další krokem diagnostiky je vyšetření renálních funkcí a 24-hodinový odběr moči 

na posouzení přítomnosti proteinurie a stanovení protein/kreatininového indexu (Talamo et al., 

2015). Kombinace těchto vyšetření dokáže v 90 % odhalit postižení amyloidózou (Baker a Rice, 

2012). 

Hlavním způsobem diagnostiky je imunohistochemický průkaz, kdy se biopsií odebírá 

tkáňový vzorek. V případě podezření na amyloidózu se nejčastěji provádí biopsie 

abdominálního podkožního tuku, protože se jedná o malý a neinvazivní zákrok. Pokud je 
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vyšetření negativní, ale klinické podezření na amyloidózu přetrvává, je nutné přistoupit k cílené 

biopsii z nejčastěji postižených orgánů, například z ledvin nebo jater. Tkáňový vzorek je 

zafixován klasickými histologickými postupy a studován pod mikroskopem. Pod světelným 

mikroskopem se tkáňová postižení liší různými vlastnostmi. Při podezření na amyloidózu je 

tkáň obarvena Kongo červení a pod klasickým světelným mikroskopem jsou amyloidová 

ložiska zvýrazněny červenou barvou. Drobná ložiska ve velmi tenkých řezech však nemusí být 

vidět pod mikroskopem, protože se na ně barvivo nenavázalo. Lze použít barvení thioflavinem, 

které není amyloid-specifické, ale dokáže detekovat malá ložiska (Hachulla a Grateau, 2002). 

Světelná mikroskopie není sama o sobě zcela diagnostická. Aby bylo možné potvrdit 

přítomnost amyloidů v tkáni, preparáty musí být prozkoumány pod polarizačním mikroskopem. 

Amyloidy se prokazují typickou dichromatickou difrakcí a zabarvením do výrazných zeleno-

žlutých barev. Další mikroskopickou technikou využívanou v diagnostice amyloidóz je 

transmisní elektronová mikroskopie. Umožňuje zkoumat strukturu proteinových filament nebo 

vytvořených ložisek. Uplatňuje se například v nefropatologii, kde je zkoumán vztah ložisek 

amyloidů k bazálním membránám glomerulů (Goldsbury et al., 2011). 

 Další metodou je tandemová hmotnostní spektrometrie (MS/MS). Formaldehydem a 

kongo červení fixované tkáně v podobě zmražených řezů nebo parafínového bločku se pomocí 

laserové záchytné mikrodisekce extrahují tenké řezy z oblastí s amyloidovými ložisky.                 

V oblastech s ložisky je zvýšený poměr amyloidogenních proteinů a analýzou na tandemové 

MS/MS lze určit chemické vlastnosti amyloidů. Tento diagnostický nástroj se poměrně často 

prokazuje falešně pozitivními/negativními výsledky. Nedoporučuje se pro jasné určení 

diagnózy, ale pouze jako doplněk dalších nástrojů a pro potvrzení chemického původu 

amyloidů (Murphy et al., 2006).  

 Dále existují citlivější proteomické nástroje, které dokážou separovat a charakterizovat 

neporušené a patologické proteiny v biologických tekutinách v sub-pikomolárních 

koncentracích a získat tak relevantní data pro diagnózu. Využívá se kapilární kapalinová 

chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií (CapLC-MS), která dokáže identifikovat 

hledané proteiny. Kombinace těchto nástrojů poskytuje poměrně rychlou analýzu, dobrou 

separaci a vyšší citlivost než přímé analýzy hmotnostní spektrometrií. Na rozdíl od konvenčních 

kapalinových chromatografií nebo elektroforetických metod se spotřebuje menší množství 

vzorků a činidel. (Pont et al., 2016). 
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 Genetické vyšetření z periferní krve a následné vyhledávání kauzálních mutací 

nejčastějších amyloidogenních proteinů je vhodné u pacientů s potvrzenou rodinnou 

anamnézou. Standardní postup genetické analýzy pro studium příčin vzácných geneticky 

podmíněných onemocnění je popsán v samotné následující kapitole. 

 Konkrétní typ amyloidózy je stanoven na základě všech výsledků a dat z provedených 

klinických, histologických, imunohistochemických a genetických vyšetření. Zásadní je správné 

a včasné určení typu amyloidózy, neboť se každý typ liší spektrem postižení v různých 

orgánech. Na základě včasného určení diagnózy se může následně odvíjet vhodná a v rámci 

možností efektivní léčba pro daný typ amyloidózy.  

3.6.3 Možné způsoby léčby AA amyloidózy 

 V současné době neexistuje žádná kauzální léčba, která by zcela odstranila primární 

příčiny u AA amyloidózy. Možnosti léčby umožňují pouze zmírnit příznaky, podpořit zlepšení 

kvalitu života pacienta a prodloužit jeho medián přežití. Význam v léčbě AA amyloidózy 

spočívá ve snaze snížit aktivitu zánětu a tím snížit produkci cytokinů, které ovlivňují zvýšenou 

produkci SAA. U FAP je využíván kolchicin, který snižuje frekvenci ataků horeček a 

koncentraci SAA v séru, ale v případě již rozvinuté AA amyloidózy nemá žádný velký efekt. 

Velkým přínosem bylo zavedení monoklonálních protilátek proti některým prozánětlivým 

cytokinům, které významně snižují zánětlivé aktivity onemocnění a vedou tak k snížení 

koncentrace CRP i SAA na normální úroveň a k mírnému ústupu amyloidových ložisek. Mezi 

takové látky patří inhibitory TNF-α a protilátka proti receptoru pro IL-6 (Tocilizumab). 

V případě selhání ledvin je nutností zahájit dialyzační léčbu, která je ale spojena s nepříznivou 

prognózou a krátkou dobou přežití. Další možností léčby je transplantace ledvin. Ta je ale 

spojená s vysokým rizikem opakovaného výskytu AA amyloidózy (až u 30 % pacientů). Pokud 

je zavedena vhodná léčba a koncentrace SAA je udržena v normálních hladinách, riziko návratu 

AA amyloidózy je poměrně nízké a doba přežívání štěpů je dlouhá  (Ryšavá, 2013).  
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3.6.4 Obecný princip vzniku AA amyloidózy 

Pro vznik AA amyloidu a následný rozvoj amyloidózy má vliv řada faktorů, které způsobují 

chybné zpracování a tvorbu patologické konformace SAA proteinů. Mezi takové faktory patří 

dlouhodobý chronický zánět a konstantní produkce prozánětlivých cytokinů (IL-1, IL-6 a TNF-

α), stimulující v játrech syntézu SAA proteinu akutní fáze, přítomnost faktoru urychlující vznik 

amyloidu (AEF) a přítomnost homozygotních alel genů SAA1.1 a SAA1.3, které zvyšují riziko 

vzniku AA amyloidózy (Obrázek 1) (Booth et al., 1998).  

 

 

Obrázek 1 - Schéma tvorby AA amyloidu. Dlouhodobý chronický zánět vede k produkci cytokinů 

a stimulaci produkce SAA v játrech. Zvýšená produkce SAA vede ke vzniku AA amyloidu. Na vzniku 

AA amyloidů má vliv řada faktorů.  Vysvětlivky: AEF – amyloid enhancing factor (faktor urychlující 

vznik amyloidu); IL1 – interleukin-1; IL6 – interleukin-6; LPS – lipopolysacharid; SAA – sérový 

amyloid A; TNF-α – tumor necrosis factor alfa. Převzato a upraveno dle: (Brunger et al., 2020). 
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3.6.5 Příčiny AA amyloidózy 

 Spektrum příčin rozvoje chronického zánětu u AA amyloidózy je velmi široké a 

zahrnuje dnes více než 65 různých infekčních, chronicky zánětlivých, hematologických, 

nádorových, idiopatických a některých dědičně podmíněných nemocí (Brunger et al., 2020). 

 Z chronických infekčních nemocí to jsou zejména různé bakteriální infekce 

(tuberkulóza, lepra, chronické vředy atd.), virové infekce typu hepatitidy B/C a postižení, které 

jsou snadno náchylné k infekci (cystická fibróza).  

 Chronická zánětlivá onemocnění jsou převážně na základě různých autoimunitních 

poruch. Patří mezi ně revmatická onemocnění (revmatická artritida, dna, juvenilní idiopatická 

artritida, systémový lupus erythematodes), vaskulitidní onemocnění (záněty cévních stěn), 

kožní onemocnění (Hidradenitis suppurativa), střevní postižení (Crohnova nemoc, kolitidy).  

Hematologická a nádorová onemocnění spojené s AA amyloidózou spočívají především ve 

tvorbě nádorů v kostní dřeni nebo lymfatických uzlinách (Waldenströmova 

makroglobulinémie, Hodgkinova choroba, non-Hodgkinův lymfom) nebo ve tvorbě karcinomů 

na plicních či renálních buňkách. Další možné příčiny pro rozvoj AA amyloidózy jsou 

idiopatické nemoci s nejasnou etiologií ve spojení s obezitou, zvýšenou hladinou CRP a 

homozygotní variantou genu SAA1.1/1.1. 

 Zvláštní skupinu představují dědičně podmíněné AA amyloidózy. Po vyhledání hesla 

„AA-amyloidosis“ v databázi OMIM (https://omim.org/) existují jako možné příčiny 

dominantní nebo recesivní mutace v 4 genech, které kódují proteiny regulující zánětlivé 

odpovědi. Je tak ovlivněn nespecifický imunitní systém a onemocnění jsou charakterizována 

jako autoinflamatorní nemoci projevující se systémovými zánětlivými procesy vedoucí 

k buněčné smrti. Syndromy AA amyloidózy jsou spojené s periodickými horečkami typu 

familiární středomořské horečky, s horečkami spojenými s pyrinem, periodické syndromy 

spojené s TNF receptorem a deficity mevalonát kinázy (Gaggiano et al., 2019). Geny, pozice 

mutací a jejich fenotypy jsou znázorněny v Tabulce 1, která byla převzata z databáze OMIM. 

 

 

 

 

 

https://omim.org/
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Tabulka 1 - Výsledky vyhledání termínu „AA-amyloidosis“ v databázi OMIM.  

Pozice  

(z NCBI, 

GRCh38)  

Gen/ 

Lokus 

Gen/ 

Název lokusu 

Fenotyp Dědičnost 

 

chr11:18,266,224  

11p15.1 

 

SAA1 

 

Sérový amyloid A  

 

neznámý 

 

- 

 

 

chr12:6,328,770  

12p13.31 

 

TNFRS1A 

TNFR1 

TNFAR 

FPF 

MS5 

 

Rodina genů pro 

receptor tumor 

nekrotizujícího 

faktoru  

 

Roztroušená skleróza 

 

- 

 

Familiární perodická 

horečka 

 

AD 

 

chr12:109,573,460  

12q24.11 

 

MVK 

MVLK 

POROK3 

 

Mevalonát kináza 

Hyper-IgD syndrom AR 

Mevalonová acidurie AR 

Porokeratóza 3, vícečetná AD 

 

chr16:3,242,026  

16p13.3 

 

MEFV 

MEF 

FMF 

 

Pyrin 

(marenostrin) 

Familiární středozemní 

horečka, AD 

Familiární středozemní 

horečka, AR 

 

AD 

AR 

 

Tabulka znázorňuje známé geny, které kódují proteiny regulující zánětlivé odpovědi a mají souvislost 

se systémovými zánětlivými procesy a rozvojem AA amyloidózy. Vysvětlivky: NCBI – Národní 

centrum pro biotechnologické informace; GRCh38 – Genome Reference Consortium Human Build 38; 

AD – autozomálně dominantní; AR – autozomálně recesivní. Přeloženo a převzato z: OMIM Gene Map 

po vyhledání 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 amyloidózy způsobené geneticky podmíněnými poruchami v regulaci zánětu 

 Varianty různých mutací, které kódují proteiny regulující zánětlivé odpovědi vedou 

k rozvoji řady autoinflamatorních onemocnění. Ty už svém názvu naznačují, že k rozvoji 

zánětlivého stavu dochází bez jasné vnější příčiny. Podstata onemocnění spočívá v poruchách 

mechanismů a molekul buněčné signalizace, které regulují nespecifické imunitní odpovědi a 

proces aktivace zánětu. Tyto mechanismy jsou v normálním stavu přísně koordinovány a 

fungují ve vzájemném souladu. Znalost a vysvětlení těchto procesů může napomoci v časné 

diagnostice, identifikaci konkrétní poruchy a včasného nasazení vhodné léčby u nejčastějších 

dědičně podmíněných febrilních nemocí. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr11:18266224-18269976&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&hgFind=omimGeneAcc&position=104750
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr12:6328770-6342075&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&hgFind=omimGeneAcc&position=191190
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr12:109573460-109598124&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&hgFind=omimGeneAcc&position=251170
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&position=chr16:3242026-3256775&dgv=pack&knownGene=pack&omimGene=pack
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg38&hgFind=omimGeneAcc&position=608107
https://www.omim.org/search?index=entry&search=AA-amyloidosis&start=1&limit=10&retrieve=geneMap&genemap_exists=true
https://www.omim.org/search?index=entry&search=AA-amyloidosis&start=1&limit=10&retrieve=geneMap&genemap_exists=true


22 

 

3.6.6.1 Gen MEFV – pyrin 

 Mutace v genu MEFV na krátkém raménku chromozomu 16 (16p13.3) způsobuje 

onemocnění Familiární středomořská horečka (FMF, Familial Mediterranean Fever). Je to 

autosomálně recesivně nebo dominantně dědičné zánětlivé onemocnění postihující populaci 

především v oblasti Středozemního moře (Turci, Arméni, Arabové, Židé).  Gen MEFV kóduje 

protein pyrin, který je exprimovaný hlavně v neutrofilech, eozinofilech, monocytech a 

dendritických buňkách.  Pyrin funguje jako vnitrobuněčný receptor, který v nespecifickém 

imunitním systému rozpoznává patogenní molekuly a reguluje inflamazomové komplexy. 

Inflamazom aktivuje prozánětlivé procesy, které aktivují enzym kaspázu-1 a indukují sekreci 

prozánětlivých cytokinů IL-1β a IL-18 vedoucí k buněčné smrti zvanou pyroptóza (Heilig a 

Broz, 2018). V současnosti je známo více než 70 mutací v různých exonech genu. Je známá 

souvislost mezi časným vznikem AA amyloidózy a specifickou mutací na pozici Met694Val u 

homozygotních pacientů (Shohat et al., 1999) . Mutace společně s dalšími faktory má vliv na 

indukci zánětlivých stavů zvýšením sekrece IL-1β, které se projevují opakovanými ataky 

horeček a serozitidami. V léčbě FMF se využívá kolchicin, nově se uplatňuje i léčba blokací 

IL-1 (Bashardoust, 2015). Neléčená FMF se může podstatně zkomplikovat vznikem AA 

amyloidózy s projevy těžké nefropatie a renálním postižením. Diagnóza FMF se stanovuje 

klinicky podle daných kritérií. Kromě genetického průkazu mutací nejsou pro diagnostiku FMF 

k dispozici žádná specifická laboratorní vyšetření.  

3.6.6.2 Gen MVK – Mevalonát kináza 

 S mevalonát kinázou asociované autoinflamatorní syndromy jsou způsobeny 

autozomálně recesivní mutací v genu pro mevalonát kinázu MVK na chromozomu 12 

(12q24.11). V současné době je známo přes 200 mutantních variant MVK spojených s deficity 

mevalonát kinázy, které se projevují na různých stupních závažnosti postižení. Deficity 

mevalonát kinázy se klinicky projevují ve třech známých fenotypech: hyper-IgD syndrom, 

mevalonové acidurie a různé typy porokeratózy. Enzym mevalonát kináza se fyziologicky 

účastní biosyntetické dráhy pro vznik cholesterolu a nesteroidního izoprenoidu a dalších 

bioaktivních molekul. V první fázi je přeměna 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzymu A 

(HMG-CoA) katalyzovaná mevalonát kinázou na mevalonát a dává vzniku                                         

5-fosfomevalonátové kyseliny, která se dále přeměňuje přes další substráty (isopentenyl 

pyrofosfát, gerantyl pyrofosfát, farnesyl pyrofosfát) až k cholesterolu. Deficit v mevalonát 

kináze narušuje přeměnu 5-fosfomevalonátové kyseliny, která se následně hromadí v plazmě a 
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moči a vzniká mevalonová acidurie. Mutace asociované s mevalonovou acidurií se nacházejí 

v regionech kódujících aktivní místa enzymu. Onemocnění se proto projevuje již v rané fázi 

života a specificky se projevuje opožděným vývojem, mentální retardací a zvláštními 

obličejovými rysy. Mutace, které jsou spojené s hyper-IgD syndromem se mohou nacházet 

kdekoliv v celé kódující sekvenci MVK (Cuisset et al., 2001). Příznaky hyper-IgD syndromu 

jsou mírnější než u mevalonové acidurie a nedochází k postižení CNS spojenými                                

s psychomotorickými příznaky (Favier a Schulert, 2016) . Jako sekundární projev hyper-IgD 

syndromu se může objevit AA amyloidóza s progresivním nefrotickým syndromem 

(Kallianidis et al., 2016; Rodrigues et al., 2020). Pro rozvoj AA amyloidózy u hyper-IgD 

syndromu se zdá být kauzální mutantní varianta Val377Ile nebo Ile268Thr (Ter Haar et al., 

2016). Ve všech fenotypech onemocnění spojeným s deficitem mevalonát kinázy dochází 

k systémovým zánětům a nadprodukci IL-1β, IL-6, TNF-α a IFN-γ projevující se periodickými 

ataky horeček, bolestí břicha s doprovázenými nevolnostmi, a v případě porokeratózy                     

i rozsáhlých kožních vyrážek. 

3.6.6.3 Gen TNFRSF1A – Tumor necrosis factor receptor superfamily 

 Další skupinou zánětlivých onemocnění jsou s TNF receptory (TNFR) spojené 

periodické syndromy (TRAPS, tumor necrosis factor-associated periodic syndrome), 

způsobené mutací v genu TNFRSF1A na chromozomu 12 (12p13.31). Model dědičnosti 

onemocnění byl nejprve veden jako autozomálně dominantní, ale další studie prokázaly znaky 

autozomálně recesivní dědičnosti (Wong et al., 2015). TNFRSF1A kóduje podjednotku TNFR, 

který je členem rodiny specifických transmembránových cytokinových receptorů. Tyto 

receptory se v rámci imunitního systému po navázání TNF ligandu účastní celé řady buněčných 

signalizací regulujících produkci prozánětlivých cytokinů pomocí NFκβ dráhy a rozvoje 

zánětlivé odpovědi. NFκβ signální kaskáda též řídí buněčný růst, diferenciaci buněk a 

programovanou buněčnou smrt způsobenou aktivací kaspáz. V současné době je známo 170 

sekvenčních variant v TNFRSF1A, z nichž bylo 43 označeno jako patogenetické varianty a         

56 jako pravděpodobně patogenetické varianty. Nejčastější mutantní varianta je p.Thr79Met, 

která ovlivňuje vysoce konzervované vodíkové vazby podmiňující správné strukturní 

proteinové složení. Tyto strukturní varianty jsou spojeny s poruchami ve skládání proteinů a 

projevují se vážnějšími průběhy TRAPS s vyšším sklonem k rozvoji AA amyloidózy (Cudrici 

et al., 2020). TNFR se v normálním stavu odštěpí od buněčné membrány a uvolní se do oběhu. 

Následky mutace v TNFRSF1A způsobují, že se TNFR neodštěpí a prozánětlivá signální 

kaskáda je stále indukovaná za zvýšené produkce cytokinů a v organismu tak přetrvává zánět. 
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Další vysvětlení pro rozvoj onemocnění je vyvolání endoplazmatického stresu akumulací 

vnitrobuněčných proteinů, které jsou chybně složené a vyvolání zánětlivých odpovědí skrze 

aktivací různých imunitních signalizačních drah (Menon a Efthimiou, 2018). U pacientů byly 

též prokázány zvýšené produkce prozánětlivých cytokinů a aktivace inflamazomu způsobené 

zvýšenou hladinou reaktivních kyslíkových radikálů (Bulua et al., 2011). Klinický obraz 

TRAPS u většiny pacientů zahrnuje opakované ataky horeček, bolesti svalů a projevy kožního 

ekzému. 

3.6.6.4 Gen SAA1 – Sérový amyloid A 

 Gen SAA1 patří do genetické rodiny SAA genů, která je lokalizovaná na krátkém 

raménku chromozomu 11 (11p15.1). Geny SAA kódují SAA proteiny akutní fáze, které jsou 

syntetizovány v jaterních buňkách pod vlivem prozánětlivých cytokinů a poté sekretovány do 

krevního oběhu v důsledku odpovědi na infekci, trauma, chirurgické zásahy, tkáňové nekrózy 

nebo na imunologicky indukované zánětlivé stavy. U jedinců s trvale zvýšenou hladinou SAA 

je zvýšený risk agregace AA amyloidů a vzniku AA amyloidózy v různých orgánech, převážně 

v ledvinách, játrech nebo srdci. AA amyloid je malý fragment SAA proteinu, který vzniká 

odštěpením z SAA proteinu a ukládá se ve fibrilární formě ve tkáních při dlouhodobém 

zánětlivém stavu. Za zvýšený risk rozvoje AA amyloidózy a progresi onemocnění jsou 

odpovědné varianty v promotorové sekvenci SAA nebo specifické rizikové alelické formy SAA 

(Booth et al., 1998). Exprese SAA je regulována řadou transkripčních faktorů (NFκB, C/EBP, 

YY1, AP-2, SAF a Sp1), které regulují produkci cytokinů (Uhlar a Whitehead, 1999). Dosud 

nebyl popsán fenotyp a vysvětlen vztah mezi dědičností mutací na základě Mendelových 

zákonů dědičnosti a rozvojem AA amyloidózy v nepřítomnosti systémového zánětu. 
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3.7 Sérový amyloid A 

 Prekurzorem AA amyloidů je funkčně i strukturně normální sérový protein SAA, který 

byl izolován a pojmenován během 70. let 20 století. Jedná se o protein, který má velikost 104 

aminokyselin a patří mezi proteiny akutní fáze (Sack  Jr, 2018).  

3.7.1 Proteiny akutní fáze 

 Proteiny akutní fáze jsou skupinou apolipoproteinů (Apo), které jsou syntetizovány a 

sekretovány v hepatocytech pod vlivem celé řady prozánětlivých cytokinů během různých 

akutních nebo chronických zánětlivých stavů nebo infekcí. Jeden z nejdůležitějších 

systémových obranných mechanismů organismu je primární reakce a aktivace nespecifické 

imunity, kdy se zahajuje řada odpovědí vedoucí k uvolnění prozánětlivých cytokinů a k aktivaci 

dalších imunitních buněk a cévního systému. Tyto odpovědi se vzájemně spojují a podmiňují 

produkci dalších cytokinů a zánětlivých mediátorů, které difundují do organismu. Aktivované 

cytokiny dále aktivují receptory na různých cílových buňkách a vyvolávají systémovou 

odpověď na zánět, například metabolity kyseliny arachidonové stimulují hypothalamus a 

rozvíjí se horečka. Několik hodin po začátku infekčního stavu se v játrech začínají produkovat 

reaktanty akutní fáze a jejich koncentrace v séru následně prudce stoupá. Proteiny akutní fáze 

jsou označovány jako angiogenní proteiny, tzn., že jejich funkce začíná až při zvýšení sérové 

koncentrace a posléze začínají stimulovat endoteliální buněčnou proliferaci, adhezi, invazi a 

formaci kapilárních struktur. Hlavní funkcí proteinů akutní fáze je zvyšování koncentrace 

prozánětlivých cytokinů a leukocytů v okolí zánětu a vyvíjet tak dočasnou obranu tkáně, dokud 

nevzniknou protilátky. Další významné funkce proteinů akutní fáze jsou transport cholesterolu 

z hynoucích buněk do jater, inhibice tvorby reaktivních kyslíkových radikálů v neutrofilních 

granulocytech, aktivace buněk přirozeného a adaptivního imunitního systému, tah imunitních 

buněk do místa zánětu, indukce degradačních enzymů, opsonizace cizorodých mikroorganismů 

a formování kanálů v jejich buněčné membráně komplementovou aktivací, narušující vnitřní 

homeostázu buněk a způsobující lýzi buněk. Proteiny akutní fáze jsou hlavním diagnostickým 

biochemickým znakem určující přítomnost infekce nebo zánětu v organismu. Nejvýznamnější 

proteiny akutní fáze jsou C-reaktivní protein (CRP), prokalcitonin, sérový amyloid P (SAP) a 

sérový amyloid A (SAA).  
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3.7.2 Mechanismy aktivace SAA v průběhu akutní fáze a funkce SAA v akutní fázi 

 Syntéza proteinu SAA v průběhu akutní fáze probíhá v hepatocytech pod vlivem 

makrofagocytických cytokinů, zejména IL-1 a IL-6 a TNF-α (Johnson, 1997). Lidský protein 

SAA je produktem genů SAA1 a SAA2, které jsou z 90% identické v promotorové oblasti a 

v protein kódujících oblastech. Oba geny jsou upregulovány výše zmíněnými prozánětlivými 

cytokiny, které po navázání na odpovídající buněčné receptory indukují vnitrobuněčné 

signalizační dráhy pro fosforylační aktivaci transkripčních faktorů NFκβ a C-enhancer 

vázajícího proteinu (C-EBP) (Betts et al., 1993). Vazba transkripčních faktorů na regulační 

oblasti v promotoru vede k transkripci SAA m-RNA a expresi SAA proteinu. Samotný SAA 

stimuluje imunitní buňky (makrofágy, monocyty, neutrofily a další) a indukuje vnitrobuněčné 

signalizační dráhy vedoucí ke zvýšené degradaci inhibitoru Iκβ a tudíž ke zvýšené stimulaci a 

aktivaci transkripčního faktoru NFκβ  a expresi genů pro prozánětlivé cytokiny a chemokiny 

(Jijon et al., 2005). Tvoří se tak specifická cytokinová a chemokinová síť (Obrázek 2), která 

stimuluje leukocyty pro migraci do místa zánětu (De Buck et al., 2016).  

 

Obrázek 2 - Fyziologie SAA. Protein akutní fáze SAA je produkován v játrech pod účinkem 

prozánětlivých cytokinů TNF-α a IL-1β, které jsou během infekce produkovány makrofágy. Současně 

probíhá stimulace produkce IL-6 v endoteliálních buňkách a fibroblastech. Samotný IL-6 nebo                      

v synergii s TNF-α a/nebo IL-1β vyvolává produkci SAA v hepatocytech a následně je indukovaná 

produkce chemokinů v různých typech imunitních buněk (makrofágy, dendritické buňky (DC), 

monocyty, endoteliální buňky, fibroblasty). Stimulované chemokiny podněcují migraci leukocytů 

(neutrofily, monocyty) do místa zánětu. LPS: lipopolysacharid. Převzato a přeloženo z: (De Buck, et 

al., 2016). 
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3.8 Vznik AA amyloidu 

 SAA se po zánětem nebo infekcí indukované syntéze v hepatocytech sekretuje do 

krevního oběhu, kde se dále transportuje ve vazbě s vysokodenzitním lipoproteinem (HDL, 

high-density lipoprotein). SAA se váže predominantně na HDL3 fragment a tím odsouvá 

apolipoprotein A-I (ApoA-I), který je hlavní složkou HDL v krevním oběhu a SAA se tak 

stávají hlavní složkou HDL. Celý komplex HDL společně s SAA je pak transportován do 

oblasti zánětu, kde poškozené buňky uvolňují velké množství cholesterolu. Po uvolnění HDL 

jsou SAA v oběhu rozeznávány makrofágy a transportovány do lysozomů. Působením 

lysozomální cysteinové proteázy kathepsinu B je celý SAA protein akutní fáze v lysozomech 

rozštěpen na menší fragmenty – AA proteiny. V normálním organismu jsou tyto fragmenty          

o velikosti 76 aminokyselin při běžné proteolýze degradovány (Röcken et al., 2005).  V případě 

přetrvávání zánětlivého stavu se rozštěpené fragmenty z SAA proteinu nedegradují a 

pravděpodobně působením kyselého lysozomálního prostředí se meziprodukty (AA proteiny) 

oddělují z lysozomu, přeměňují se z α-helixů do formy odolných β-listů a polymerují se. Po 

usazení v extracelulárním prostředí nebo tkáních se na tyto meziprodukty váže sérový amyloid 

P, různé glykosaminy a lipidové složky, a vzniká tak proteosyntéze odolný AA amyloid (Van 

der Hilst et al., 2005).  

 Normální fyziologická koncentrace SAA v séru je individuální, obecně se určuje               

v rozmezí 1-10 µg/ml. Během akutního zánětu se koncentrace SAA zvyšuje až  1000x (Sack  Jr, 

2018). Po ukončení zánětu u normálního organismu se koncentrace SAA pomocí proteolytické 

degradace snižuje na běžnou hladinu. 

 Postižení pacienti mají fyziologicky trvale zvýšenou sérovou koncentraci SAA             

(>10 µg/ml) a přetrvávají u nich různé chronické zánětlivé stavy. Není zcela jasné, proč se u 

postižených pacientů právě tyto AA proteiny dlouhodobě ukládají do tkání orgánů a tvoří trvalá 

ložiska. Patofyziologické role SAA proteinu nejsou zatím úplně objasněny, lze ale vzít v úvahu 

jejich širokou biologickou funkčnost. Je známo, že SAA napomáhají transportu lipidů a jejich 

metabolismu. Další roli hrají v buněčné komunikaci, kdy fungují jako forma cytokinu pro 

monocyty, nezralé dendritické buňky nebo neutrofily během zánětů nebo obranných imunitních 

mechanismů. Další hypotézou je, že SAA proteiny mají schopnost blokovat působení různých 

degradačních enzymů v intracelulárním prostředí, například lysozomální cysteinové proteázy 

kathepsinu B (Röcken et al., 2005). Porozumění patologické roli SAA by v budoucnu velmi 

pomohlo v diagnostice, prevenci a v léčbě AA amyloidózy (Sack  Jr, 2018). 
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3.9 SAA geny, jejich varianty a regulace exprese 

 SAA proteiny jsou kódovány genetickou rodinou SAA genů, které jsou lokalizované na 

krátkém raménku chromozomu 11 (11p15.1) (Sellar et al., 1994). Sekvence SAA genů jsou 

evolučně velmi konzervovány (Uhlar et al., 1994). Gen pro SAA má 4 izoformy, nazývané 

SAA1, SAA2, SAA3 a SAA4. Nejvíce prostudované jsou SAA1 a SAA2, které společně kódují 

SAA proteiny akutní fáze o velikosti 104 aminokyselin, jsou sekvenčně téměř identické, 

vyskytují se na lokusu ve vzdálenosti 17 kb a pravděpodobně byly odlišeny genovou duplikací 

během evolučního vývoje. Významná vlastnost SAA1 a SAA2 genů je jejich polymorfismus a 

výskyt alelických variant SAA1.1, SAA1.2, SAA1.3, SAA2.1 a SAA2.2. Na základě přítomnosti 

určitého haplotypu SAA bylo dokázáno zvýšené riziko pro rozvoj AA amyloidózy u určitých 

etnických skupin. V kavkazské populaci u 90% pacientů s klinicky prokázanou AA 

amyloidózou byla prokázaná přítomnost haplotypu SAA1.1 a v japonské populaci se častěji 

vyskytoval haplotyp SAA1.3 (Booth et al., 1998).  

 Oba geny mají promotorovou oblast, která obsahuje vazebné místo pro supresorový 

aktivační faktor a nukleární faktory NFκβ a NF-IL-6 (Betts et al., 1993; De Buck et al., 2016). 

Jedná se o transkripční faktory, které se vážou na promotory RNA polymerázy II a ovlivňují 

expresi genů pro buňky imunitního systému. Transkripce probíhá po indukci lipopolysacharidů 

(LPS) a cytokinů, které se navazují na receptory typu IL-6, IL-1 a následně spouští signální 

dráhu fosforylací NFκβ a NF-IL-6. Tyto transkripční faktory se translokují do buněčného jádra 

a indukují transkripci SAA1 a SAA2 genů. Bylo dokázáno, že během reakce akutní fáze LPS a 

cytokiny IL-1, IL-6 a TNF-α indukují zvýšenou transkripční aktivitu v SAA1 a SAA2 genech a 

exprimuje se tak více SAA proteinů (Lowell et al., 1986). Gen SAA3 je tzv. pseudogen, který 

nekóduje a nedochází u něj k transkripci na mRNA. Později bylo upřesněno, že SAA3 má 

nefunkční promotor a v sekvenci má inzerci o jedné bázi, která vyvolává stop signál v translaci 

(Kluve-Beckerman, et al., 1991). Gen SAA4 kóduje SAA, ale v mnohem menší míře než SAA1 

a SAA2. Nachází se 110 kb downstream od SAA3 a 9 kb downstream od SAA2. Pro představu 

rozmístění SAA genů a promotorové oblasti bylo vytvořeno schéma (Obrázek 3). 
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Obrázek 3 - Schéma lokalizace SAA genů na chromozomu 11. Vysvětlivky: NF-κβ – nukleární 

faktor kappa B (transkripční faktor), NF-IL-6 – nukleární faktor IL-6, SAF – supresorový aktivační 

faktor. Obrázek  chromozomu vytvořen a stažen z programu NCBI Genome Decoration Page  

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp), dále upraveno dle (Zhang et al., 2019). 

 

3.10 Standardní postup studia příčin vzácných geneticky podmíněných onemocnění 

 V této podkapitole je popsán standardní postup určování příčin vzácných geneticky 

podmíněních onemocnění, který byl v této práci využit. 

3.10.1 Klinická charakterizace 

 Zásadní pro určování genetických příčin vzácných onemocnění je popis onemocnění a 

určení jeho podrobné klinické charakterizace popsáním fenotypů, průběhu onemocnění a jeho 

progresu. Existují různé články pro odbornou veřejnost a databáze, které shromažďují všechny 

dosud známé informace o konkrétním onemocnění a jeho průběhu a progresi. Vyhledávacím 

nástrojem jsou hlavně klíčová slova.  Nejvýznamnější jsou databáze PubMed 

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) a Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), ve 

kterých jsou popsána všechna známá geneticky způsobená onemocnění s jejich fenotypem a 

navádí přímo na relevantní kandidátní geny.  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp
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3.10.2 Biochemická genetika 

 Historicky se mimo prostého klinického popisu se pro studium onemocnění používaly 

různé analytické metody. Analýzy probíhaly nejprve na anatomické úrovni studiem orgánů 

nebo tkání, poté na mikroskopické úrovni zkoumáním buněk a buněčných struktur a poté na 

biochemické úrovni. Tyto metody umožnily klasifikaci onemocnění do různých skupin – 

například onemocnění charakteristická nahromaděním abnormálního materiálu v buňkách a 

tkáních, nebo onemocnění spojená se změnami v zastoupení nebo koncentracích metabolitů 

v tělních tekutinách a tkáních. Toto poznání, možnost charakterizace střádaných látek a funkční 

nástroje molekulární biologie umožnily vznik a rozvoj biochemické genetiky. Biochemická 

genetika umožňuje studovat genetickou příčinu biochemické poruchy pomocí definice povahy 

abnormálně se vyskytující látky. Pokud je vyskytující se abnormální látka protein, lze na 

základě znalosti sekvence daného proteinu pomocí programu BLASTX vyhledat v databázi 

genovou sekvenci proteinu. Kauzální mutaci ve známé sekvenci se dá následně hledat metodou 

sekvenování DNA a porovnáváním s referenční sekvencí. V případě, že je danou látkou 

metabolit, je možno určit příslušnou biochemickou poruchu a následně izolovat protein nebo 

enzym, který je odpovědný za metabolismus této látky. Díky znalosti proteinu je možno opět 

vyhledat v databázi příslušnou genovou sekvenci a v té následně hledat metodou sekvenování 

DNA kauzální mutaci.  

3.10.3 Vazebná analýza 

 Vazebná analýza je analytickým nástrojem pro mapování a určování vzájemné 

chromozomové lokalizace dvou a více studovaných lokusů. Princip vazebné analýzy je založen 

na předpokladu, že lokusy, které se nacházejí na jednom chromozomu fyzicky blízko sebe, se 

během meiotického dělení dědí společně (jsou ve vazbě) a jsou společně přenášeny z generace 

na generaci (Bailey-Wilson a Wilson, 2011). Metoda analýzy vazby je založená na sledování a 

kvantifikaci míry spolu-dědičnosti sledovaných lokusů v rodinách. Míra spolu-dědičnosti se 

vyjadřuje pomocí LOD skóre („logarithm of the odds ratio“). LOD skóre se počítá jako 

dekadický logaritmus poměru pravděpodobnosti, že jsou zkoumané lokusy skutečně ve vazbě 

k pravděpodobnosti, že spolu-dědičnost je pozorována náhodou. Pozitivní LOD skóre 

naznačuje možnost vazby lokusů. LOD skóre vyšší než 3 je obecně považováno za statisticky 

významný průkaz vazby. Záporné LOD skóre naopak naznačuje, že sledované lokusy nejsou 

ve vazbě. Vazebná analýza byla hlavním nástrojem pro konstrukci genetických map, které 

poskytují informace o vzájemné poloze genů a polymorfních markerů (Sefton a Goodfellow, 

1992).  
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3.10.4 Genetické mapování a poziční klonování  

 Princip vazebné analýzy, postupně vzrůstající znalost o existenci a genomové lokalizaci 

polymorfních lokusů a možnosti jejich analýzy umožnily vznik metodiky genetického 

mapování a možnost jeho univerzálního využití pro zjišťování genetických příčin onemocnění. 

Zásadní byl objev polymorfismů délkových restrikčních fragmentů a možnosti jejich využití 

pro vytvoření genetické mapy člověka a mapování genů pomocí vazebné analýzy (Botstein et 

al., 1980). Koncept genetického mapování byl impulzem pro objev a využití nových typů 

polymorfních genetických markerů, např. mikrosatelitů (krátké tandemové repetice; STR; 

„short tandem repeat“) a jednonukleotidových polymorfismů (SNPs; „single nucleotide 

polymorphisms“). Tyto genetické markery umožnily vznik genetických a fyzických map 

lidského genomu, a následně postupné osekvenování celého lidského genomu v rámci Projektu 

lidského genomu - „Human Genome Project“ (Collins a Fink, 1995). Princip genetického 

mapování je založen na sledování a porovnávání dědičnosti jednotlivých polymorfních alel 

analyzovaných genetických markerů u postižených a zdravých příbuzných jedinců. Nalezení 

alel, které jsou děděny společně se studovanou nemocí, spolu se znalostí jejich pozice 

v genetické mapě následně určují pravděpodobnou lokalizaci zmutovaného genu v genomu. 

Pro určení kandidátní oblasti, která je ve vazbě s nemocí se používá LOD skóre. To je počítáno 

pro každý testovaný genetický marker. Výpočet LOD skóre je možno provést parametrickým 

nebo neparametrickým způsobem. Parametrický způsob se používá v případě znalosti modelu 

dědičnosti, penetrance onemocnění (pravděpodobnost vzniku nemoci při určitém genotypu), 

četnosti výskytu jednotlivých alel analyzovaného genetického markeru v populaci a odhadu 

četnosti výskytu mutované alely (Ott et al.,  2015). Neparametrický způsob vazebné analýzy 

nepracuje s genetickým modelem nemoci, ale porovnává frekvence alel mezi postiženými a 

zdravými jedinci v rodinách nebo populacích a předpokládá existenci alely, kterou postižení 

příbuzní zdědili od společného předka (IBD, „identical by descent“) (Thompson, 2013). 

Genetické mapování vymezuje oblast genetických markerů se statisticky významným LOD 

skóre a umožňuje vytvořit seznam genů lokalizovaných v jejich blízkosti. Z těchto genů jsou 

následně vybrány takové, které mají potencionální vztah ke studovanému fenotypu a tyto geny 

jsou poté sekvenovány. 
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3.10.5 Sekvenování genomů a vznik databází 

 Během historického procesu vývoje genetického mapování a sekvenování lidského 

genomu postupně narůstal počet osekvenovaných DNA od různých jedinců, které se vzájemně 

porovnávaly a byly nalézány různé varianty na úrovni jednotlivých nukleotidů. Se zvyšujícím 

se počtem osekvenovaných DNA různých organismů bylo nutné vytvořit nové veřejně 

přístupné nástroje pro uložení a analýzu nukleotidových sekvencí. Vzniklo tak Národní centrum 

pro biotechnologické informace (NCBI; „The National Center for Biotechnology Information“) 

a databáze všech genomových sekvencí „GenBank“. Dalším bioinformaticky významným 

nástrojem je vzájemné porovnávání sekvencí pomocí různých počítačových programů, z nichž 

jsou nevíce využívané CLUSTAL, BLAST nebo FASTA. Na základě propojení všech dosud 

desetitisíců osekvenovaných DNA vznikla databáze „RefSeq“, což je referenční sekvence 

lidského genomu (Pruitt, Tatusova a Maglott, 2005). Se zvyšující se znalostí sekvence lidského 

genomu vznikaly další integrované genomové prohlížeče, např. „UCSC genome browser“ nebo 

ENSEMBL, které poskytují možnost online vyhledávání, získávání a analýzy genomových 

sekvencí a jejich příslušných strukturních a funkčních anotací (Fujita et al., 2011; Flicek et al., 

2011). 

3.10.5.1 Sekvenování nové generace (NGS) 

 S postupem znalostí sekvence lidského genomu se rozvíjely nové metody sekvenování 

DNA, které jsou označovány jako sekvenování nové generace (NGS; „Next generation 

sequencing“). Účelem bylo vytvořit postupy a technologie, které by umožnily rychlé, levné a 

paralelní sekvenování velkého počtu genomů nebo jejich částí a rozšířily tak kapacitu 

klasického Sangerova sekvenování. První úspěšně provedenou NGS technologií byla metoda 

pyrosekvenování, komerčně rozvíjená firmou 454 Life Sciences (později firma Roche, USA). 

Současně se rozvíjely technologie celogenomového sekvenování (WGS; „Whole Genome 

Sequencing“) pomocí ligace fluorescenčně značených oligonukleotidů - SOLiD („Sequencing 

by Oligonucleotide Ligation and Detection“; Life Sciences), nebo pomocí fluorescenčních 

reverzibilních dideoxy-terminátorů na sekvenačních přístrojích Solexa, později Illumina 

(Heather a Chain, 2016). 

 Širokému používání NGS technologií nejprve bránila technologická náročnost, 

relativně vysoká cena, obtížná schopnost analýzy a interpretace velkého množství dat.  



33 

 

3.10.5.2 Celogenomové sekvenování 

 Metoda celogenomového sekvenování umožňuje podrobnou analýzu celé oblasti 

genomu a lze hledat a identifikovat všechny potencionální kauzální varianty, jak v kódujících 

(exomových) oblastí, tak i nekódujících oblastí genomu. Celogenomové sekvenování umožňuje 

odhalení unikátních genetických variant na základě porovnání genomové informace jedince 

nebo skupiny jedinců s genetickou variabilitou populace. 

3.10.5.2.1 Cílené sekvenování 

 Technika cíleného sekvenování umožňuje osekvenovat pouze vybrané geny nebo 

definované oblasti genomu. Využívá se hlavně při zkoumání genetických variant v populaci.  

 3.10.5.2.2 Exomové sekvenování 

 Všechny protein kódující sekvence se nachází v exomové oblasti, která představuje 

celkem 1% oblasti celého lidského genomu. Proto je exomové sekvenování jednodušší, 

rychlejší, levnější a umožňuje vyšší pokrytí (Yang et al., 2013). Závažné mutace, které 

způsobují onemocnění se z 85% nachází v exomové oblasti (Choi et al., 2009). Exomové 

sekvenování je v současné době univerzální metodou pro efektivní určování genetických 

variant v rámci jednoho genomu a odhalování příčin geneticky podmíněných onemocnění. 

3.10.5.2.3 RNA sekvenování  

 RNA sekvenování (transkriptomové sekvenování) sekvenuje všechny soubory RNA 

(mRNA, tRNA, rRNA), zvané jako transkriptom.  Využívá se k odhalení přítomnosti a 

množství RNA v daném okamžiku, kvantifikaci transkriptomu a její strukturní analýzu, pro 

zjišťování vlivu na dynamický buněčný transkriptom a pro poskytnutí dalších objektivních 

informací (analýza exprese kódující i nekódující RNA v genomu, identifikace nových nebo 

alternativně sestřižených transkriptů) (Chu a Corey, 2012).  

3.10.5.2.4 Sangerovo sekvenování 

 Princip Sangerovy enzymatické metody sekvenování využívá DNA templát pomocí 

DNA polymerázy pro vytvoření jednořetězcových kopií různých délek během in vitro replikace 

DNA a určuje tak pořadí nukleotidů v daném úseku DNA. Pro vymezení žádaného DNA úseku 

pro sekvenování jsou využívány primery, které se připojují ke komplementární části templátu 

a ohraničují tak určitou oblast DNA. Sekvenační reakce probíhá pro všechny                                       

4 dideoxynukleotidy v jedné mikrozkumavce, které jsou různými fluorescenčními barvami 
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označeny, snímány nábojově vázanou CCD kamerou a pomocí softwaru jsou zobrazovány 

v podobě barevných křivek. 

3.10.6 Genetická variabilita člověka 

 Genetická variabilita člověka se postupně odkrývala s rozšiřováním technologie NGS a 

možností sekvenování vybraných sad genů nebo genomových oblastí, sekvenování exomů nebo 

rozsáhlých sekvenčních studií celých genomů velkého počtu lidí a populací. Zvyšující se počet 

analýz odhalil obrovskou genetickou variabilitu člověka i celých populací a vznikl tak projekt 

„HapMap“ („The International HapMap Project.", 2003). Projekt určuje společné formy variant 

a haplotypovou strukturu lidského genomu. Jeden ze základních nástrojů pro hledání 

případných kauzálních genetických variant u geneticky podmíněných onemocnění je znalost 

mutability jednotlivých genů a znalost populačních frekvencí jednotlivých variant. Díky 

projektům, jako např. „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 

známo desítky miliónů genetických variant a jejich četnost výskytu v různých genech a 

populacích.  

 Na základě vyhledávání v databázích, přísného filtrování, vzájemného porovnávání 

sekvencí a unikátních variant, četnosti výskytu a konzervovanosti variant lze hodnotit 

případnou kauzalitu hledané mutace způsobující geneticky podmíněné onemocnění. 

 

3.10.7 Princip duální luciferázové eseje  

 Metoda duální luciferázové eseje poskytuje efektivní přístup pro studium exprese 

specifických genů pomocí genových reportérů. Reportérový gen je fúzován se studovaným 

genem a poté klonován do expresního vektoru. Expresní vektor s chimérickou sekvencí je 

přenesen do vhodných kompetentních buněk. Exprese genu v buňce se měří transkripční 

aktivitou reportérového proteinu pomocí metody luciferázové eseje. Její princip spočívá 

v detekování a měření světelného signálu vyvolaného dvěma rozdílnými bioluminiscenčními 

enzymy v rámci jednoho systému. Jedná se o enzym luciferázu, který je izolovaný ze světlušek 

Photinus pyralis a Renilla reniformis. Enzymy se liší v substrátech, kofaktorech a ve vlnové 

délce luminiscence. Reportérový gen +luc ze světlušky Photinus pyralis je fúzován do genové 

sekvence expresního vektoru a umožňuje změřit luminiscenční aktivitu exprese zkoumaného 

promotoru. Luciferáza z Renilla se používá při druhém měření pro stanovení úspěšnosti 
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transfekce. Vytvořený signál je změřen luminometrem sestávajícím z řady fotonásobičů nebo 

kamery s nábojově vázaným zařízením (CCD) a lze snadno srovnávat, jestli mutantní gen 

ovlivňuje jinak regulaci genových produktů, než 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).  

https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/dual-luciferase-reporter-assay-system-protocol.pdf?la=en
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/dual-luciferase-reporter-assay-system-protocol.pdf?la=en
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 práce 

4.1 Pacienti a určení typu amyloidózy 

 Proband (316, Obrázek 7), trpící ve svých 35 letech chronickým onemocněním ledvin, 

a ve 25 letech biopticky prokázanou renální amyloidózou, kontaktoval spolupracující 

nefrologické pracoviště (profesor Ivan Rychlík) z důvodu zhoršené proteinurie a progrese 

onemocnění ledvin. Rodinná anamnéza odhalila přítomnost podobně probíhajícího onemocnění 

u dalších přímých příbuzných a naznačila možnost geneticky podmíněné příčiny. Na základě 

spolupráce probanda, ošetřujících praktických lékařů a specialistů nefrologů byli příbuzní 

probanda osloveni s prosbou o spolupráci v určení genetické příčiny nemoci v rodině. Na 

základě souhlasu Etické komise Všeobecné fakultní nemocnice v Praze a 1. lékařské fakulty 

Univerzity Karlovy a poskytnutí informovaného souhlasu umožnili jednotliví členové rodiny 

přístup k relevantní dostupné zdravotní dokumentaci, podstoupili cílená biochemická vyšetření 

a poskytli biologický materiál k izolaci nukleových kyselin a k imunohistochemické analýze 

bioptického či autoptického materiálu.  

 Diagnóza amyloidózy byla potvrzena na základě pozitivního histologického barvení 

Kongo červení a přítomnosti charakteristického zeleného dvojlomu ve vzorcích štítné žlázy 

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

Diagnóza AA amyloidózy byla určena pomocí imunohistochemického vyšetření 

s použitím anti-SAA protilátek (DAKO A/S, Glostrup, Dánsko) a na základě proteomické 

analýzy vzorku štítné žlázy pacienta 316. Tato data jsou součástí připravované publikace, 

nikoliv této diplomové práce. 

 Sérové koncentrace SAA byly určeny pomocí ELISA kitu (Human SAA, BioSource 

Europe S.A., Belgie). C-reaktivní protein, další zánětlivé markery a biochemické parametry 

byly stanoveny pomocí standardních metod v laboratořích klinické biochemie. 
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4.2 Izolace DNA  

4.2.1 Izolace DNA z nesrážlivé krve 

 Genomová DNA pacientů a kontroly byla izolována z 200 µl nesrážlivé krve pomocí 

kitu QIAamp DNA Blood Mini Kit od firmy QIAGEN (Hilden, Německo) podle protokolu 

poskytnutého výrobcem.  

 Do 1,5 ml zkumavek bylo napipetováno 20 µl QIAGEN proteázy. Následně bylo do 

každé zkumavky přidáno 200 µl krve a 200 µl AL pufru (AL Buffer). Zkumavky byly 

promíchány na vortexu po dobu 15 sekund. Vzorky byly inkubovány po dobu 10 minut při         

56 °C v termobloku. Po inkubaci byly vzorky krátce stočeny na centrifuze a do každé zkumavky 

bylo přidáno 200 µl 96% EtOH. Zkumavky byly opět promíchány na vortexu po dobu                  

15 sekund a po promíchání byly znovu krátce stočeny na centrifuze. Vzorky byly přeneseny na 

označené kolonky ve 2 ml zkumavce. Kolonky byly stočeny na centrifuze (4300 x g, 1 minuta 

při laboratorní teplotě) a eluát byl slit. Na kolonku bylo následně napipetováno 500 µl 

promývacího AW1 pufru (AW1 Buffer), zkumavky byly stočeny (4300 x g, 1 minuta při 

laboratorní teplotě) a eluát byl slit. Na kolonku bylo napipetováno 500 µl promývacího AW2 

pufru (AW2 Buffer). Zkumavky byly stočeny (13200 x g, 3 minuty při laboratorní teplotě) a 

eluát byl slit. Kolonky byly poté stočeny nasucho (13200 x g, 1 minuta při laboratorní teplotě) 

a přeneseny do čistých označených zkumavek.  Na kolonky bylo napipetováno 80 µl elučního 

AE pufru (AE Bufferu). Kolonky byly inkubovány po dobu 3 minut při laboratorní teplotě a 

poté byly stočeny (4300 x g,1 minuta při laboratorní teplotě). Eluát s genomovou DNA byl 

přenesen do označené zkumavky. Kvalita a množství izolované DNA byly zkontrolovány 

pomocí agarózové elektroforézy a spektofotometricky při 277 nanometrech na spektofotometru 

Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorky byly uskladněny v lednici při -20 °C pro 

další použití. 

4.2.2 Izolace DNA z parafínového bločku 

 Izolace genomové DNA proběhla z 12 let starého parafínového bločku se 

zafixovanými tkáněmi, které byly biopsií odebrány ze srdce a ledvin při pitvě pacienta ID 33. 

Bločky byly celou dobu uloženy v laboratoři. Samotná izolace DNA proběhla s pomocí kitu 

AllPrep DNA/RNA Mini Kit od firmy QIAGEN (Hilden, Německo) podle protokolu 

poskytnutého výrobcem.  

 Pomocí mikrotomu bylo nakrájeno 5 tenkých řezů o tloušťce 10 µm, které byly 

přemisťovány do 1,5 ml zkumavky. Byly připraveny 4 zkumavky s 5 řezy ze srdeční tkáně a 
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další 4 zkumavky s 5 řezy z tkáně ledvin. Do zkumavek bylo přidáno 1 ml xylenu, který 

rozpustil parafín. Zkumavky byly promíchány a stočeny na centrifuze (13200 x g, 2 minuty při 

laboratorní teplotě). Po stočení byl xylen odsát a do zkumavek bylo přidáno 1 ml 96% EtOH. 

Zkumavky byly promíchány a stočeny na centrifuze (13200 x g, 2 minuty při laboratorní 

teplotě). Krok promývání 96% EtOH a stáčení byl 3x opakován. Zkumavky byly inkubovány 

s otevřeným víčkem po dobu 10 minut v termostatu při 37 °C. Pelety byly poté resuspendovány 

v 300 µl lyzačního ATL pufru z kitu. Do směsi bylo následně přidáno 35 µl proteinázy K. 

Zkumavky byly inkubovány po dobu 1 hodiny při 90 °C a následně bylo přidáno                           

200 µl lyzačního AL pufru. Zkumavky byly inkubovány po dobu 10 minut při 70 °C. Po 

inkubaci bylo do zkumavek přidáno 200 µl 96% EtOH a zkumavky byly stočeny na vortexu. 

Suspenze byla přepipetována na kolonku ve sběrné zkumavce a byla inkubována po dobu             

1 minuty při laboratorní teplotě. Sběrné zkumavky s kolonkami byly stočeny na centrifuze 

(13200 x g,1 minuta při laboratorní teplotě) a roztok byl odstraněn. Bylo přidáno                           

500 µl promývacího AW1 pufru a zkumavka byla stočena (13200 x g, 1 minuta při laboratorní 

teplotě) a roztok byl slit. Následně kolonka byla promyta promývacím pufrem AW2 a 

zkumavka byla stočena (13200 x g, 3 minuty při laboratorní teplotě). Zkumavka s kolonkou 

byla stočena nasucho na centrifuze (13200 x g, 3 minuty při laboratorní teplotě) a kolonka byla 

přemístěna do čisté zkumavky. Na kolonku bylo napipetováno 40 µl elučního AE pufru a byla 

inkubována po dobu 3 minut při laboratorní teplotě. Zkumavka byla poté stočena (13200 x g,   

1 minuta při laboratorní teplotě). Eluát s DNA byl přenesen do čisté zkumavky. Kvalita a 

koncentrace DNA byla změřena na spektrofotometru Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, 

USA).  

4.3 Izolace RNA z buněk periferní krve 

4.3.1 Příprava leukocytů na izolaci RNA 

 Pro izolaci RNA byly nejprve připraveny leukocyty z 10 ml nesrážlivé a nechlazené 

krve. Pro oddělení leukocytů v krvi bylo čerstvě připraveno 40 ml lyzačního roztoku. Roztok 

byl složen z 0,4 ml 10mM KHCO3, 1,24 ml 155mM NH4Cl a 8 µl 0,1mM pufru s kyselinou 

ethylendiamintetraoctovou (EDTA). MiliQ Nuclease Free H2O byla přidána do celkového 

objemu 40 ml roztoku. Centrifuga byla vychlazena na teplotu 6 °C. Pro každý vzorek bylo 

připraveno 2 x 40 ml ledově vychlazeného lyzačního roztoku. Do 50 ml kónické zkumavky 

typu Falcon s roztokem bylo přidáno 8 ml nesrážlivé nechlazené krve. Falcon zkumavky byly 

inkubovány na ledě po dobu 30 minut s občasným promícháním a stočeny na centrifuze         

(360 x g, 10 minut při teplotě 6 °C). Supernatant byl poté slit. Buňky, které byly kontaminované 
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červenými krvinkami byly promyty 20 ml druhého lyzačního roztoku. Směs byla inkubována 

na ledu po dobu 20 minut a znovu stočena na centrifuze (360 x g, 10 minut při teplotě 6 °C). 

Supernatant byl slit a peleta promyta 20 ml lyzačním roztokem. Poté byl vzorek opět stočen na 

centrifuze (360 x g, 10 minut při teplotě 6 °C) a supernatant byl slit. Suchá peleta byla 

resuspendována v 5 ml PBS pufru a stočena na centrifuze (360 x g, 10 minut při teplotě 6 °C). 

Supernatant byl slit a peleta znovu resupendována 2 ml PBS pufrem. Vzorek byl přenesen do 

1,5 ml zkumavky a stočen na centrifuze při (360 x g, 10 minut při teplotě 6 °C)  

4.3.2 Izolace RNA 

 Suchá peleta byla následně resuspendována 1 ml lyzačním roztokem TRIzol™ 

(Invitrogen™, USA). Vzorek byl zhomogenizován ve skleněném homogenizátoru byl 

inkubován po dobu 10 minut při laboratorní teplotě. Do vzorku bylo přidáno 0,2 ml chloroformu 

a po dobu 15 sekund byl vzorek důkladně protřepáván v ruce. Vzorek byl poté inkubován po 

dobu 10 min při laboratorní teplotě. Vzorek byl stočen na centrifuze (12000 x g, 15 minut při 

teplotě 4 °C). Vzorek byl separován do tří fází: 1. vodní fáze obsahující RNA, 2. interfáze 

obsahující DNA a 3. organická fáze obsahující proteiny. Bylo přeneseno 600 µl vodní fáze             

s RNA do nové zkumavky. K vodní fázi bylo přidáno 500 µl ledově vychlazeného izopropanolu 

a zkumavka byla inkubována po dobu 10 minut při laboratorní teplotě. Po inkubaci byl vzorek 

stočen na centrifuze při (12000 x g, 15 minut při teplotě 4 °C). Supernatant byl odsát a k peletě 

s RNA byl přidán 1 ml ledově vychlazeného 75% EtOH. Vzorek byl stočen na centrifuze při 

(12000 x g, 5 minut při teplotě 4 °C). Krok s přidáváním 75% EtOH a centrifugací byl následně 

2x opakován. Supernatant byl odsát a peleta vysušena. Vysušená peleta byla pipetou rozpuštěna 

ve 25 µl MiliQ Nuclease Free H2O. Kvalita a koncentrace izolované RNA byla zkontrolována 

na spektrofotometru Nanodrop při vlnové délce 260 nm. Vzorky byly poté uskladněny 

v mrazáku při teplotě - 80 °C. 

4.4 Genotypování a vazebná analýza 

 Vzorky genomové DNA byly genotypovány pomocí Affymetrix GeneChip® Mapping 

10K 2.0 Arrays (Affymetrix, ThermoFisher, USA) podle protokolu poskytnutého výrobcem, na 

servisním pracovišti Ústavu molekulární genetiky v Praze. Data byla zpracována pomocí  

GeneChip operating Software (GCOS) 1.4. Jednotlivé SNP genotypy byly určeny pomocí 

Affymetrix Genotyping Analysis Software (GTYPE) 4.1.  

 Parametrická vazebná analýza a analýza haplotypů byly provedeny v programu Merlin 

(Abecasis et al., 2002) na základě modelu předpokládajícího autozomálně dominantní 
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dědičnost s 99% věkově nezávislou penetrancí, 1% možností fenokopií a 0,1% frekvencí 

mutované alely v běžné populaci. Rodokmen, výsledky vazebné analýzy a pravděpodobné 

haplotypy byly vizualizovány v programu HaploPainter (http://haplopainter.sourceforge.net/) 

(Thiele a Nurnberg, 2005). 

4.5 Sekvenování 

4.5.1 Celogenomové sekvenování  

 Celogenomové sekvenování (WGS, Whole Genome Sequencing) na platformě Ilumina 

probíhá v následných krocích: 1) náhodné fragmentaci výchozích makromolekul DNA na 

fragmenty přibližně stejné velikosti pomocí ultrazvuku nebo kombinace restrikčních enzymů; 

2) odstranění vzniklých 5- a 3- jednovláknových konců fragmentů DNA pomocí vhodné 

endonukleázy; 3) připojení pro vzorek specifických dvouvláknových oligonukleotidů adaptérů 

na jednotlivé fragmenty DNA pomocí DNA ligázy; 4) fyzické umístění jednotlivých fragmentů 

DNA na povrch sekvenační kazety; 5) in situ PCR amplifikace a následná sekvenace 

jednotlivých DNA fragmentů pomocí metodiky založené na postupné inkonporaci 

fluorescenčně značených reverzibilních deoxy-terminátorů; 6) určení sekvence jednotlivých 

DNA fragmentů pomocí analýzy obrazu; 7) mapování sekvencí jednotlivých fragmentů DNA 

na referenční genom pomocí zvoleného mapovacího software; 8) genotypování – určení rozdílů 

(variant) v sekvenci analyzovaného vzorku oproti referenční sekvenci; 9) anotace variant – 

přiřazení známých informací k jednotlivým variantám a 10) komplexní genetické a funkční 

interpretaci variant nalezených v analyzovaných vzorcích. 

 V tomto projektu byly analyzovány vzorky genomové DNA od 4 příbuzných osob 

s klinicky prokázanou AA amyloidózou – 31, 314, 412 a 414 a jedné zdravé příbuzné osoby 

37.  

 Pro určení sekvence genomů bylo fragmentováno vždy 5 µg genomové DNA pomocí 

ultrasonikace na přístroji Covaris E220 (Covaris, USA) na fragmenty o délce ± 350 párů bazí. 

Sekvenační knihovny byly připraveny pomocí kitu KAPA Hyper Prep Kit (PCR-free) (Roche, 

USA). Každá knihovna byla připravena s použitím unikátních duálních oligonukleotidových 

adapterů (Generi-Biotech, ČR) umožňujících zpětné přiřazení fragmentů k původnímu vzorku. 

Kvalita a množství připravené genomové DNA v připravené knihovně byly určeny pomocí kitu 

KAPA Library Quantification Kit (Roche, USA) a kvantitativního PCR na přístroji 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA). Připravené knihovny 

byly sekvenovány na průtokové S2 platformě na sekvenátoru NovaSeq™ 6000 (Illumina, USA) 

http://haplopainter.sourceforge.net/
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v Národním centru lékařské genomiky (www.ncmg.cz) v režimu 2-krát 151 bazí s průměrným 

cílovým pokrytím 30X. 

 Sekvence jednotlivých fragmentů byly mapovány na lidský referenční genom (Hg19) 

pomocí programu Novoalign (http://www.novocraft.com/) (Novocraft, Malajsie) s použitím 

přednastavených výchozích parametrů. Sekvenční varianty byly určeny pomocí balíčku GATK 

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

pomocí nástrojů SnpEff 4.3T (http://snpeff.sourceforge.net/) (Cingolani et al., 2012) a GEMINI 

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

Varianty byly vizualizovány v prohlížeči Integrative Genome Viewer (IGV) 

(http://software.broadinstitute.org/software/igv/) (Thorvaldsdóttir et al., 2013).  

Pro určení a funkční anotaci kandidátních variant byly vybrány pouze varianty, které 

byly přítomny u všech postižených, nebyly přítomny u zdravého příbuzného 37 a v referenční 

databázi gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/) se vyskytovaly ve frekvencích ≤ 0,0001 

(Karczewski et al., 2020). 

4.5.2 RNA sekvenování 

 Sekvenační analýza RNA probíhá v následujících krocích: 1) izolace celkové RNA;       

2) odstranění kontaminující DNA ze vzorku RNA pomocí DNázyI; 3) odstranění kontaminující 

ribozomální RNA; 4) fragmentace a reverzní transkripce RNA na jednovláknovou DNA;            

4) syntéza komplementárního DNA vlákna pomocí DNA polymerázy; 5) odstranění vzniklých 

5´- a 3´- jednovláknových konců fragmentů DNA pomocí vhodné endonukleázy; 6) připojení 

dvouvláknových oligonukleotidových adaptérů na jednotlivé fragmenty DNA pomocí DNA 

ligázy; 7) obohacení vzorku pomocí PCR s použitím adapterových primerů s pro vzorek 

specifickými sekvenčními indexy, které umožňují zpětné přiřazení fragmentů k původnímu 

vzorku; 8) fyzické umístění jednotlivých fragmentů DNA na povrch sekvenační kazety;               

9) in situ PCR amplifikace a následná sekvence jednotlivých DNA fragmentů pomocí metodiky 

založené na postupné inkonporaci fluorescenčně značených reverzibilních deoxy-terminátorů; 

10) určení sekvence jednotlivých DNA fragmentů pomocí analýzy obrazu; 11) mapování 

sekvencí jednotlivých fragmentů DNA na referenční genom pomocí zvoleného mapovacího 

software; 12) princip bioinformatické analýzy. 

 V tomto projektu byly analyzovány vzorky RNA od 4 příbuzných osob s klinicky 

prokázanou AA amyloidózou – 31, 314, 412 a 414; 10 zdravých rodinných příslušníků a                

3 externí kontroly.  

http://www.ncmg.cz/
http://www.novocraft.com/
https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us
http://snpeff.sourceforge.net/
https://gemini.readthedocs.io/en/latest/
http://software.broadinstitute.org/software/igv/
https://gnomad.broadinstitute.org/
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 Výchozí RNA byla zbavena genomové DNA pomocí TURBO™ DnaseI (2U/µl) 

Ambion (Invitrogen™, ThermoFisher Scientific, USA). 2,5 µg RNA bylo zbaveno ribozomální 

RNA pomocí kitu Ribo-Zero™ Magnetic Gold Kit (Epicentre® Biotechnologies, Illumina, 

USA). Sekvenační knihovny byly připraveny pomocí kitu NEBNext® Ultra™ 

Directional RNA Library Prep Kit for Illumina® E7420S (New England Biolabs, USA). Každá 

knihovna byla připravena s použitím jednoho unikátního oligonukleotidového adaptéru 

(Generi-Biotech, ČR) umožňujícího zpětné přiřazení fragmentů k původnímu vzorku. 

Připravené knihovny byly sekvenovány na sekvenátoru HiSeq2500 (Illumina, USA) 

v Národním centru lékařské genomiky (www.ncmg.cz) v režimu 2-krát 101 bazí s průměrným 

cílovým pokrytím 30X. Sekvence jednotlivých fragmentů byly mapovány na lidský referenční 

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

s použitím přednastavených výchozích parametrů (Dobin et al., 2013). Míra genové exprese 

byla vyjádřena pomocí parametru FPKM (Fragments Per Kilobase Million, který určuje počet 

genově unikátních fragmentů vztažených na délku genu v kilobázích a počet milionů unikátních 

fragmentů mapovaných v rámci analyzovaného vzorku. Určení jednotlivých gen-specifických 

FPKM, jejich normalizace mezi vzorky a porovnání mezi skupinou pacientů a kontrol bylo 

provedeno pomocí softwarového balíčku Cufflinks (http://cole-trapnell-

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

vizualizovány v prohlížeči IGV. 

4.5.3 Sangerovo sekvenování 

 Ověření kandidátní mutace v genu SAA1 určené pomocí WGS a studium její segregace 

ve studované rodině bylo provedeno pomocí Sangerova sekvenování na kapilárním sekvenátoru 

ABI 3500xL (Applied Biosystems, Life Technologies, USA). Templát pro sekvenování byl 

připravem pomocí polymerázové řetězcové reakce (PCR, polymerase chain reaction) za použití 

oligonukleotidových primerů: 

• SAA1_prom_1U (5-AGTGCAGTGGCGTGATTATAG) 

• SAA1_prom_L (5-AATGGTATGGCTGTATGCCCC).  

Sekvence primerů byly navrženy pomocí programu Primer Blast, dostupného na webové 

stránce National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

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

nasyntetizovány firmou Generi-Biotech (ČR).  

http://www.ncmg.cz/
https://github.com/alexdobin/STAR/releases
http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/
http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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• PCR amplifikace genové oblasti promotoru SAA1 a příprava DNA templátu pro 

Sangerovo sekvenování 

 Optimalizované primery SAA1_prom_1U a SAA1_prom_L byly použity pro PCR 

reakci a amplifikaci vzorků genomové DNA ze zkoumané rodiny. Byl připraven mix 

chemikálií, složen z 156,2 µl H2O, 177 µl 2x Taq DNA Polymerase Red Master Mixu a              

7,1 µl mixu primerů SAA1_prom_1U a SAA1_prom_1U.  24 µl směsi bylo vneseno do 

zkumavek       s 1 µl templátové genomové DNA. PCR reakce proběhla na přístroji C2 (DNA 

Engine Dyad Peltier Thermal Cycler, Bio Rad, USA) v následujícím teplotním programu:          

1) iniciální denaturace při 94 °C po dobu 2 minut; 2) 30 cyklů denaturace při 58 °C po dobu     

15 sekund, nasedání primerů při teplotě a syntézy DNA při teplotě 72 °C po dobu 45 sekund;   

a 3) konečné syntézy DNA při teplotě 72 °C na 10 minut.  

 Koncentrace produktů byla změřena na spektrofotometru Nanodrop. Kvalita a množství 

amplifikovaných produktů kontrolní DNA byla stanovena pomocí elektroforézy (100 V po 

dobu 1 hodiny) v 1% agarovém gelu s 1 µl zeleným barvivem (Gel Green). Bylo použito                

5 µl markeru DNA Gene Ruler 100 bp plus Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) a 5 µl PCR 

produktů. Gel byl následně vizualizován na transluminátoru (Vilber Lourmat TFX-20 MX, 

SIGMA, USA) pod ultrafialovým světlem. 

• Izolace PCR produktů SAA1 promotoru 

 PCR produkty pro následné Sangerovo sekvenování byly přečištěny od případných 

kontaminantů (proteiny, soli) a izolovány kitem MSB Spin PCRapace (Stratec, Invitek 

Molecular; Německo) podle výrobcem dodaného protokolu.  

 Do 1,5 ml zkumavek se vzorky bylo přidáno 200 µl vázajícího pufru (Binding Buffer). 

Po propipetování byla směs se vzorkem přenesena na kolonku spinového filtru v nových čistých 

purifikačních zkumavkách. Zkumavky byly inkubovány po dobu 1 minuty při laboratorní 

teplotě a následně stočeny na centrifuze (14000 x g, 4 minuty při laboratorní teplotě). Spinový 

filtr s usazenou DNA byl přenesen do nových 1,5 ml zkumavek. Na kolonku spinového filtru 

bylo napipetováno 20 µl eluačního pufru (Elution Buffer). Zkumavky byly stočeny (11000 x g, 

1 minuta při laboratorní teplotě). Na kolonkách spinového filtru byl uchycen odpad a na dně 

zkumavek byl eluát s přečištěnou DNA. Kvalita a koncentrace vzorků byla změřena na 

spektrofotometru Nanodrop. 
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• Příprava vzorků pro Sangerovo sekvenování 

 Nejprve bylo nutné připravit sekvenační reakci, která obsahovala templát DNA, primer, 

vodu, speciální sekvenační pufr a fluorescenčně označené dideoxyribonukleotidy (ddNTP) 

z kitu. Pro následné Sangerovo sekvenování za účelem ověření kauzální mutace byly použity 

vzorky s přečištěnou DNA. Předem daným objemem pro sekvenování bylo 250 femtomolů 

(fmol; 10-15 mol). Na základě délky PCR produktů (450 bp), změřené koncentrace vzorků            

v ng/µl a průměrné molární hmotnosti jednoho páru bází (650 g/mol) byl proveden výpočet pro 

objem a poměr sekvenační reakce zvlášť pro každý vzorek. Sekvenační reakce byla složena        

z 1 µl primeru SAA1_prom_U, spočítaného poměru H2O a vzorku do celkového objemu 15 µl. 

 Takto připravené vzorky byly napipetovány do mikrotitrační destičky s kapacitou           

96 jamek (vzorků). Destička byla vložena do termocykleru, kde proběhla cyklická reakce a 

došlo k amplifikaci DNA templátu. K vzorkům byl přidáván pouze jeden primer, amplifikace 

byla tedy lineární. Výsledkem byla směs různě dlouhých úseků DNA. Poté bylo nutné 

purifikovat směs sekvenační reakce, aby byly odděleny nevyužité volné ddNTP, které by mohly 

narušovat detekci výsledné sekvence. Purifikace proběhla pomocí komerčního kitu BigDye 

XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems™, ThermoFisher, USA). Destička 

s purifikovanými vzorky byla poté vložena do sekvenátoru.  

• Sangerovo sekvenování 

 Sekvenační reakce probíhala pro všechny 4 nukleotidy v jedné mikrozkumavce pomocí 

komerčního kitu BigDye® Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™, 

ThermoFisher, USA). Pro sekvenaci byl využíván princip kapilární elektrofézy s použitím 

pufru EDTA. Fragmenty DNA, které obsahovaly jednu ze 4 fluorescenčních značek, byly 

oddělovány polymerem POP-7 a následně ozařovány laserem. Po excitaci bylo emitované 

světlo snímáno tzv. CCD kamerou. Vyhodnocené emisní obrazce byly vyhodnocovány pomocí 

počítačového programu GeneMapper® ID-X Software (Applied Biosystems™, ThermoFisher, 

USA) a převáděny do podoby barevných křivek. 
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4.6 In silico analýza kandidátní mutace v promotorové oblasti SAA1 

 Funkční význam regulační oblasti kolem místa kandidátní varianty byl zhodnocen 

pomocí známých anotací lidského genomu dostupných v prohlížeči USCS genome browser 

(https://genome.ucsc.edu) (Kent et al., 2002). Sekvenční konzervovanost kandidátního lokusu 

u člověka byla určena pomocí databáze gnomAD. Pro zhodnocení eventuálních efektů 

kandidátní varianty v promotorové oblasti v genu SAA1 na vazebná místa transkripčních 

faktorů bylo využito databáze vazebných sekvencí eukaryotických transkripčních faktorů 

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

 

4.7 Funkční studie 

4.7.1 Stanovení transkripční aktivity mutované promotorové oblasti SAA1 

 Vliv kandidátní mutace na transkripční aktivitu SAA1 byl studován in vitro pomocí 

luciferázového testu. Princip stanovení probíhá v následujících krocích: 1) klonování studované 

promotorové oblasti do plazmidu kódujícího luciferázu (+luc); 2) vnesení rekombinantního 

plazmidu do vhodného buněčného typu; 3) produkce luciferázy v množství závislém na aktivitě 

studovaného promotoru a 4) měření aktivity produkované luciferázy (Obrázek 4). 

https://genome.ucsc.edu/
http://genexplain.com/transfac/
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Obrázek 4 - Princip duální luciferázové eseje. Studovaná promotorová oblast SAA1 byla vnesena 

do plazmidové sekvence před oblast kódující gen pro luciferázu luc+.  Vektor pGL3 byl transfekován 

do HepG2 buněk. Transkripční aktivita promotoru syntetizovala enzym luciferázu. Po reakci se 

substrátem proběhla enzymatická bioluminiscenční reakce Photinus a Renilla luciferázy a intenzita 

světelné reakce značila aktivitu promotoru. Vysvětlivky: HepG2 – buňky hepatocelulární nádorové 

linie; RNA Pol – RNA polymeráza; TF – transkripční faktory; luc+ – gen pro luciferázu. Obrázek byl 

vytvořen a upraven na základě různých schémat; obrázek plazmidu byl převzat z Promega Corporation 

(USA); schéma genové regulace a enzymatických reakcí Photinus a Renilla luciferázy 

v transfekovaných buňkách HepG2 bylo převzato a upraveno z  (ThermoFisher Scientific, nedatováno) 

(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); obrázek 

terciární struktury proteinů (enzymů Photinus a Renilla )  byl převzat z online databáze RCSB Protein 

Data Bank (https://www.rcsb.org/structure/1LCI a https://www.rcsb.org/structure/2PSH)  (Berman et 

al., 2000). 

 

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
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
https://www.rcsb.org/structure/1LCI
https://www.rcsb.org/structure/2PSH
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Pro provedení luciferázového testu byly použity vektory pGL3 Basic a Control Vector 

(Promega Corporation (USA), (Obrázek 5) a buňky hepatocelulární nádorové linie HepG2 

(ATCC®, USA).  

 

       

Obrázek 5 - Mapy plazmidů typu pGL3 – Basic a Control Vector. Vysvětlivky: luc+ - cDNA 

kódující modifikovanou světluškovitou luciferázu; Ampr – gen pro rezistenci na ampicillin v E. coli;      

f1 ori – počátek replikace odvozeného z vláknitého (filamentous) bakteriofágu; ori – počátek 

plazmidové replikace v E. coli. Šipky v luc+ a v Ampr genu naznačují směr transkripce; šipky v f1 ori 

naznačují směr syntézy DNA (převzato z Promega Corporation, USA). 

 

4.7.2 Klonování promotorové oblasti SAA1 

 V tomto projektu byly testovány aktivity promotorové oblasti SAA1 odpovídající 

genomové pozici chr11: 18287098-18287957 (Hg19). Příslušná genomová oblast (pSAA1) 

byla amplifikována z genomové DNA pacienta 31 pomocí PCR. Pro PCR byl použit 2x Red 

PCR Master Mix Mix (ROVALAB GmbH, Německo) a primery: 

• KpnI_pSAA1_U (5´-CATAAATTGGTACCGCCCATCCTGAGGAAATGACT-3´) 

• XhoI_pSAA1_L (5´-CGTTTAATCCTCGAGAATGGTATGGCTGTATGCCCC-3´), 

 obsahující na svých 5´-koncích specifické sekvence rozpoznávané restrikčními enzymy KpnI 

a XhoI. PCR reakce byla provedena na přístroji C2 (DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler, 

Bio Rad, USA) v následném teplotním programu: 1) iniciální denaturace při 94 °C po dobu        

2 minut; 2) 30 cyklů denaturace při 94 °C po dobu 10 sekund, nasedání primerů při teplotě        

59 °C po dobu 15 sekund a syntézy DNA při teplotě 72 °C po dobu 45 sekund; a 3) konečné 

syntézy DNA při teplotě 72 °C po dobu 10 minut.  
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 Získaný pSAA1 produkt byl klonován do plazmidu pCR3-TOPO (Takara Bio USA; 

původně Clontech Laboratories, USA) pomocí kitu TOPO TA Cloning (ThermoFisher, USA). 

Získaný rekombinantní plazmid byl vnesen do kompetentních E.coli DH5α buňkách (One 

Shot™ TOP10, Invitrogen™, ThermoFisher, USA) pomocí teplotního šoku (vodní lázeň              

o teplotě 42 °C po dobu 30 sekund) a následné inkubace na ledě. Transformované buňky byly 

selektovány na agarových plotnách s ampicilinem. Jednotlivé kolonie byly rozpěstovány             

v 5 ml LB média a přítomnost SAA1 inzertu byla testována pomocí PCR. Pro PCR byl použit 

2x Red PCR Master Mix Mix (ROVALAB GmbH, Německo) a primery: 

• KpnI_pSAA1_U (5´-CATAAATTGGTACCGCCCATCCTGAGGAAATGACT-3´) 

• XhoI_pSAA1_L (5´-CGTTTAATCCTCGAGAATGGTATGGCTGTATGCCCC-3´). 

 

 Klony obsahující pSAA1 byly následně kultivovány v objemu 150 ml LB média a 

příslušná plazmidová DNA byla izolována pomocí kitu ZymoPURE™II Plasmid Maxiprep Kit 

(Zymo Research, USA). 1,5 ml bakteriální kultury bylo stočeno v 2 ml centrifugačních 

zkumavkách (14000 x g, 1 minuta při laboratorní teplotě). Médium bylo odsáto a k peletě 

bakterií bylo přidáno 400 µl ledově vychlazeného lyzačního roztoku. Lyzát byl promíchán na 

vortexu po dobu 30 sekund a následně inkubován po dobu 3 minut při laboratorní teplotě. Lyzát 

byl přepipetován na kolonku s izolační membránou a stočen (14000 x g, 1 minuta při laboratorní 

teplotě). Na membránu s izolovanou DNA bylo naneseno 400 µl promývacího pufru (Wash 

Buffer), membrána byla promyta pomocí centrifugace (14000 x g, 1 minuta při laboratorní 

teplotě) a následně vysušena další centrifugací (14000 x g, 1 minuta při laboratorní teplotě). 

Kvalita a množství získané plazmidové DNA byla stanovena pomocí gelové elektroforézy        

(75 V, 1 hodina) a spektrofotometru Nanodrop. 

 Plazmidy obsahující pSAA1 (pSAA1-TOPO) a plazmid pGL3 Basic (Promega 

Corporation, USA) byly rozštěpovány restrikčními enzymy KpnI (TOYOBO Co., Ltd, 

Japonsko) a XhoI (TOYOBO Co., Ltd, Japonsko) při teplotě 37 °C po dobu 1 hodiny. Produkty 

restrikčních reakcí byly rozděleny elektroforézou na 1% agarózovém gelu. Fragmenty DNA 

odpovídající pSAA1 a linearizovanému plazmidu pGL3 Basic byly izolovány z gelu kitem 

PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, ThermoFisher, USA). Následně byly tyto 

produkty smíchány a spojeny pomocí T4 ligázy. Získané rekombinantní plazmidy byly vneseny 

do kompetentních buněk E.Coli, typ DH5α (Takara Bio USA, Inc.; původně Clontech 

Laboratories, Inc., USA) pomocí teplotního šoku (vodní lázeň o teplotě 42 °C po dobu                 

30 sekund) a následné inkubace na ledě. Transformované buňky byly selektovány na agarových 
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plotnách s ampicilinem. Jednotlivé kolonie byly rozpěstovány v 5 ml LB média a přítomnost 

SAA1 inzertu byla testována pomocí PCR s použitím primerů: 

• SAA1_prom_1U (5´- AGTGCAGTGGCGTGATTATAG-3´) 

• SAA1_prom_L (5´- AATGGTATGGCTGTATGCCCC-3´).  

 

 Pozitivní klony plazmidů byly následně kultivovány v objemu 150 ml LB média a 

příslušná plazmidová DNA byla izolována pomocí kitu ZymoPURE™II Plasmid Maxiprep Kit 

(Zymo Research, USA). Sekvence klonovaných pSAA1 byly analyzovány pomocí Sangerova 

sekvenování s použitím oligonukleotidů: 

• SAA1_prom_1U (5´- AGTGCAGTGGCGTGATTATAG-3´)  

• SAA1_prom_L (5´- AATGGTATGGCTGTATGCCCC-3´).  

 

Pro luciferázový test byly vybrány klony, které obsahovaly mutovanou alelu 

(MT_SAA1_pGL3) a nemutovanou alelu (WT_SAA1_pGL3). 

 

4.7.3 Transfekce HepG2 buněk 

 Vzhledem k tomu, že SAA1 je téměř výhradně exprimován v játrech, byly pro provedení 

luciferázového testu použity buňky hepatocelulární nádorové linie HepG2.  

• Příprava HepG2 buněk pro transfekci 

 HepG2 buňky byly kultivovány v 10 ml EMEM média (Eagle’s Minimum Essential 

Medium, GIBCO, Thermo Fisher Scientific, USA) v 25 ml kultivačních lahvích Cell Culture 

Flask (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Německo). 

Konfluentní buňky byly omyty 10 ml PBS pufru (Phosphate-Buffered Saline, GIBCO™ 

ThermoFisher, USA) a trypsinizovány v 10 ml 1x trypsinu (GIBCO™ ThermoFisher, USA)   

10 minut při laboratorní teplotě. Uvolněné buňky byly přeneseny do 50 ml kónické 

centrifugační zkumavky (typ Falcon) obsahující 20 ml EMEM média a stočeny na centrifuze 

(1120 x g, 5 minut při laboratorní teplotě). Buněčná peleta byla resuspendována nejprve pomocí 

pipety v 1 ml EMEM média a následně v dalších 10 ml EMEM média pomocí vortexování. 

Koncentrace buněk v médiu byla určena pomocí analyzátoru buněk Vi-Cell XR Cell Viability 

Analyzer (Beckman Coulter, Life Sciences, USA). Získaná buněčná suspenze byla naředěna 

EMEM médiem na požadovanou konečnou koncentraci 400 000 HepG2 buněk/750 µl média. 
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750 µl připravené buněčné suspenze bylo napipetováno do jednotlivých kultivačních jamek na 

12-ti jamkové destičce, které byly následně inkubovány přes noc v inkubátoru při 37 °C. 

• Transfekce HepG2 buněk lipofectaminem 

 Viabilita a konfluence přes noc narostlých HepG2 buněk byla nejprve zkontrolována 

pod světelným mikroskopem. 

 Plazmidy (pGL3_Control, pGL3_Basic, WT_SAA1_pGL3 a MT_SAA1_pGL3) byly 

naředěny OPTI-MEM médiem (optimalizované Minimal Essential Medium, Life 

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

 S využitím kitu Lipofectamine® 3000 Transfection Kit (Invitrogen, ThermoFisher, 

USA) byly připraveny 2 mixy. Mix 1, který obsahoval 1,5 ml OPTI-MEM média 

(optimalizované Minimal Essential Medium, Life Technologies, USA) a 45 µl transfekčního 

reagentu LipofectaminuTM 3000 byl přenesen v objemu 40 µl do 1,5 ml zkumavek. Mix 2 

obsahoval 250 µl OPTI-MEM média, 10 µl transfekčního reagentu P3000™ a 3,57 µl Renilla 

enzymu a byl vpraven do nových 1,5 ml zkumavek. Do těchto zkumavek s Mixem 2 byly 

přidávány plazmidy (pGL3_Control, pGL3_Basic, WT_SAA1_pGL3 a MT_SAA1_pGL3).   

Do směsi byl následně přidán Mix 1 v poměru 1:1 (250 µl: 250 µl). Směs byla promíchána na 

vortexu a inkubována po dobu 10 minut při laboratorní teplotě. 

Z destiček s buňkami bylo z každé jamky pipetou odsáto médium. Do každé jamky bylo 

následně podle pořadí přidáno 100 µl směsi a pipetou byla směs promíchána s buňkami 

v jamce. Destičky byly inkubovány po dobu 48 hodin v termostatu při teplotě 37 °C  

• Lýze transfekovaných HepG2 buněk 

 Viabilita a konfluence transfekovaných buněk byla nejprve zkontrolována pod 

světelným mikroskopem. Buněčné kultury byly omyty 1 ml PBS (GIBCO™, ThermoFisher, 

USA). K omytým buňkám bylo přidáno 250 µl 1x PLB lyzačního pufru (5X Passive Lysis 

Buffer, Promega, USA) a buňky byly lyzovány na 3-D míchačce po dobu 15 minut při 

laboratorní teplotě. Poté byly zlyzované buňky v jamce pipetou resuspendovány a přeneseny 

do 1,5 ml zkumavek. Roztok s lyzovanými buňkami byl stočen na centrifuze (14600 x g,             

30 sekund při laboratorní teplotě). Čirý supernatant byl přenesen do nových 1,5 ml zkumavek. 
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4.7.4 Měření luciferázové aktivity  

 Luciferázová aktivita v připravených buněčných lyzátech byla stanovena v 12 ml 

mikrobiologických zkumavkách podle protokolu z kitu Dual – Luciferase® Reporter Assay 

System (Promega, USA) na luminometru Sirius Single Tube Luminometer (Titerek-Berthold, 

Německo).  

 Luminiscenční aktivita odpovídající míře exprese luciferázy a aktivitě studovaných 

promotorových sekvencí byla měřena 10 sekund a byla vyjádřena v relativních světelných 

jednotkách za sekundu (RLU/s) (Relative Light Unit per second).  Hodnoty měření byly 

zobrazovány na displeji luminometru a výsledky byly ručně zapisovány.  

 Měření luminiscence probíhalo ve dvou fázích.  

1. měření: měření aktivity promotoru prostřednictvím sledování aktivity Photinus 

světluškovité (Firefly) luciferázy s reagentem Luciferase Assay Reagent II (LAR II) 

 Měření luminiscence Photinus luciferázy bylo provedeno pomocí roztoku LAR II z kitu. 

Lyofilizovaný práškový luciferázový substrát (Luciferase Assay Substrate) byl rozpuštěn             

v 10 ml luciferázového pufru (Luciferase Assay Buffer II) a promíchán. Nasávací hadička 

luminometru byla vložena do 12 ml zkumavky se substrátem. Následně byly připraveny čtyři 

12 ml zkumavky pro jednotlivé konstrukty s objemem 20 µl. Přístroj automaticky přidával do 

vzorku 100 µl luciferázového substrátu. Na základě proběhnuté enzymatické reakce byla 

změřena luminiscenční aktivita Photinus. Po 1. měření byl přístroj důkladně promyt. 

2. měření: určení účinnosti transfekce prostřednictvím sledování aktivity Renilla 

luciferázy s reagentem Stop & Glo® Reagent 

 Pro 2. měření byl použit 1X naředěný roztok z 50X koncentrovaného substrátu (Stop & 

Glo® Substrate). (10 ml pufru Stop & Glo® (Stop & Glo® Buffer) a 0,2 ml substrátu 50X Stop 

& Glo®). Následně byly připraveny celkem čtyři 12 ml zkumavky pro jednotlivé konstrukty 

s objemem 20 µl. Přístroj automaticky přidával do vzorku 100 µl substrátu Stop & Glo®.   

Na základě proběhnuté enzymatické reakce byla tak změřena luminiscenční aktivita Renilly. 
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• Výpočet relativní promotorové aktivity SAA1   

Luciferázový test byl proveden ve 4 nezávislých opakováních. V rámci každého opakování 

byly pro každý testovaný konstrukt „wild-type“ (WT_SAA1_pGL3) a „mutant“ 

(MT_SAA1_pGL3) provedeny 4 nezávislé transfekce. Pro každou transfekci byly změřeny 

hodnoty RLU/sec pro Photinus luciferázu (phRLU) a pro Renilla luciferázu (reRLU). Relativní 

hodnoty promotorové aktivity (wt_RRLU a mt_RRLU) byly pro jednotlivé transfekce 

vypočteny jako poměr příslušných phRLU/reRLU. Vypočtené hodnoty wt_RRLU a mt_RRLU 

byly v rámci každého opakování normalizovány na průměrnou hodnotu RRLU=1 a konstantní 

poměr průměrů wt_RRLU a mt_RRLU. Normalizované hodnoty wt_RRLU a mt_RRLU 

získané pro jednotlivé transfekce byly porovnány pomocí oboustranného t-testu na hladině 

významnosti 0,05.  
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5. Výsledky 

5.1 Pacienti a určení typu amyloidózy 

• Revize a doplnění klinických informací a biochemických výsledků upřesnily klinický 

status jedinců 

 Za účelem upřesnění klinického statusu byly u zemřelých jedinců s klinicky prokázanou 

amyloidózou dohledány patologické zprávy a vyžádány vzorky bioptického a autoptického 

materiálu. V těchto materiálech byla diagnóza AA amyloidózy potvrzena pomocí 

imunohistopatologické analýzy (Obrázek 6). U žijících členů rodiny byly opakovaně provedeny 

vyšetření sérových hladin SAA a základních biochemických parametrů charakterizujících 

případnou přítomnost zánětu (plazmatický ceruloplazmin; CRP) a funkci ledvin (sérový 

kreatinin).  

 

 

Obrázek 6 - Imunohistochemický průkaz AA amyloidu v tkáni štítné žlázy. (A) Přítomnost 

amorfního materiálu obarveného Kongo červení v tkáni štítné žlázy pacienta 316. (B) Charakteristická 

dichromatická difrakce Kongo červení obarvených tkání do výrazně zeleno-žlutých barev, prokazuje 

přítomnost amyloidů v depozicích. (C) Průkaz abnormálního extracelulárního materiálu pomocí anti-

SAA1 protilátek. Fotografie byly převzaty z archivu Imunohistopatologické laboratoře dědičných 

metabolických poruch na Klinice pediatrie a dědičných poruch metabolismu 1. lékařské fakulty 

Univerzity Karlovy. 

 

 Aktuální klinický status jednotlivých členů rodiny je uveden v Obrázku 7. Segregace 

onemocnění, případně trvale zvýšených plazmatických koncentrací SAA v rodině odpovídá 

modelu autozomálně dominantní dědičnosti. 
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• Potvrzení diagnózy AA amyloidózy  

Imunohistopatologická vyšetření potvrdila diagnózu AA amyloidózy u pacienta 23 a nově           

u pacienta 33. Opakovaná vyšetření SAA v séru (Tabulka 2 a Obrázek 8) prokázala trvale 

zvýšené koncentrace SAA u všech pacientů s klinicky prokázanou AA-amyloidózou (pacienti 

31, 314 a 316). Jedinec 37 s neupřesněným statusem měl hodnoty SAA na hranici normy        

(≤10 µg/ml) a klinická informace nesvědčila pro přítomnost AA amyloidózy. Trvale zvýšené 

koncentrace SAA naznačující genetickou dispozici pro vznik AA amyloidózy byly dále zjištěny 

u jedinců 42, 412, 414 a 415. U jedince 414 byly v posledním roce zjištěny proteinurie a 

hepatopatie a diagnóza AA amyloidózy byla stanovena imunohistopatologicky. 

  Zvýšená produkce SAA proteinů je mimo jiné stimulována účinkem IL-6 

(Obrázek 1). U čtyř jedinců s klinicky prokázanou AA amyloidózou (31, 314, 316 a 414) byla 

proto zahájena biologická léčba monoklonální protilátkou Tocilizumab (RoActemra Roche), 

která inhibuje aktivitu IL-6 receptoru (Okuda, 2019). Léčba Tocilizumabem vedla u souboru 

pacientů ke snížení hladiny SAA (Obrázek 8–A), ale její efekt u jednotlivých pacientů není 

jednoznačný (Obrázek 8–B). 
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Obrázek 7 - Rodokmen studované rodiny s familiární formou renální SAA amyloidózy. Legenda značek: čtverec – muž; kružnice – žena; bílé pole 

– zdravý fenotyp; šedivé pole – nejasný fenotyp; černé pole – postižený fenotyp; přeškrtnuté pole – úmrtí; +/- - přítomnost výskytu mutace v chr11:18287683 

T>C, nalezená pomocí celogenomového sekvenování nebo cíleného genotypování; -/- - nepřítomnost výskytu mutace; n/a – nelze aplikovat (not available, 

vzorky pro DNA analýzu nebyly dostupné); p -> proband.  
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Tabulka 2 - Sérové koncentrace SAA u jednotlivých členů rodiny v období 2007-2020. 

ID 

jedince 

2007 2009 2010 2014 2015 2016 2017 1-6/2018 7-11/2018 4/2019 7/2019 3/2020 

24 - 8,5 - - - - - - - - - - 

25 21 - - - - - - - - - - - 

26 - 4,5 - - - - - - - - - - 

31* - 28,2 33,2 - 47,6 44 24 19** 28 30,2 32,9 33 

32 - 3,9 - - - - - - - - - - 

33 - - - - - - - - - - - - 

35 1,2 2,8 - - - - - - 3,8 12,1 - 4,3 

37 11,3 9,9 - 11 - - - - - - - - 

38 - 4 - - - - - - - - - - 

310 7 7,6 - - - - - - - - - - 

312 2,26 1,8 - 3,6 - - - - - - - - 

314* 38,8 17,4 - 28,8 13,3 - - 14,8 11,1** 8,8 - 12,8 

315 - 2,7 - - - - - - - - - - 

316* 19,9 27,9 - -** 11,5 9,8 12,6/ 12,8 32,5 13,8 - 72,4 

17,4 

317 - - - - - - - - - - - - 

41 - 5,3 26,2*** - - - - - - - 8,9 - 

42 - 10,1 30,55 - - - 12,7 - - - 24,6 - 

46 7,6 4 - 3,6 - - - - - - 6,9 - 

47 33 14,9 - 13,5 - - - - - - 8 - 

48 3,9 3,7   9,5 - - - - - - 9,6 - 

412 14,5 27 - 58,1 - - - - 60,1 28,6/ 

30 

30 46,9 

413 5 10,2 - - 3,9 - - - - - 5 - 
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414* 89,6 19,4 - - - - 34,1 28,2 44,3 55,0 > 

11,5** 

12,9 12,3 

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 členů rodiny měřeny rutinními diagnostickými testy. Pacienti (nosiči mutace) označení * v současné době podstupují léčbu (31, 

314, 316 a 414), ** doba zahájení léčby Tocilizumabem a *** zvýšená koncentrace SAA v plazmě byla přítomna současně se zvýšenou koncentrací CRP. 

Norma koncentrace SAA v séru je <10 µg/ml.  
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Obrázek 8 – Koncentrace SAA v séru. (A) Srovnání sérových koncentrací SAA mezi nosiči 

mutace bez léčby, nosiči mutace s léčbou Tocilizumabem a zdravými jedinci v rámci rodiny. Barevné 

tečky a čísla odpovídají identifikátorům osob uvedených v rodokmenu. Normální koncentrace SAA         

v séru je <10 µg/ml. (B) Sérové hladiny SAA u jednotlivých členů rodiny v období 2007-2020.               

(C) Koncentrace SAA u zdravých členů rodiny v období 2007-2020. 
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5.2 Vazebná analýza 

• Vazebná analýza určila kandidátní genetický lokus AA amyloidózy na chromozomech 

4 a 11 

Na základě upřesněných klinických statusů byla ve studované rodině provedena parametrická 

vazebná analýza a analýza haplotypů. Analýza provedená na základě modelu předpokládajícího 

autozomálně dominantní dědičnost s 99% věkově nezávislou penetrancí, 1% možností 

fenokopií a 0,1% frekvencí mutované alely v běžné populaci určila kandidátní lokusy na 

chromozomech 4 a 11 (Obrázek 9). 

 

 

Obrázek 9 - Parametrická vazebná analýza. Analýza byla provedena v programu Merlin 

(http://csg.sph.umich.edu/abecasis/merlin/index.html). Oblast s nejvyšším LOD skóre značí nejvyšší 

pravděpodobnost výskytu mutovaného genu v oblastech 100-120 cM na chromozomu 4 a v oblastech 

20-42 cM a 60-75 cM na chromozomu 11.  

 



 

60 

 

 

5.3 Sekvenování 

• Celogenomové sekvenování odhalilo u pacientů s AA-amyloidózou privátní mutaci 

v promotoru SAA1 

 Vzhledem k negativním výsledkům předchozích genetických vyšetření, která vyloučila 

přítomnost kauzální mutace v protein kódujících oblastech genu SAA1 (Sangerovo sekvenování 

SAA1) i v ostatních protein kódujících oblastech genomu (celoexomové sekvenování) bylo 

v rodině provedeno celogenomové sekvenování u 4 pacientů s klinicky prokázanou AA 

amyloidózou – 31, 314, 412 a 414 a jedné zdravé příbuzné osoby 37. 

 Primární analýza vycházela z předpokladu, že kauzální mutace musí být přítomna 

výhradně u všech pacientů, nesmí být přítomna u zdravého příbuzného a musí být v běžné 

populaci velmi vzácná, tj. její frekvence musí být ≤ 0,0001. Tento předpoklad splňovalo 

v původním souboru variant 3118 „vzácných“ variant.  

 Další analýza vycházela z předpokladu, že by kauzální mutace měla být v genomovém 

lokusu, sdíleném od společného předka, který vykazuje zvýšený výskyt těchto sdílených 

vzácných variant. Pro určení těchto lokusů byly genomové pozice všech sdílených variant 

importovány jako vlastní datový soubor („custom track“) do verze Hg19 genomového 

prohlížeče UCSC Genome Browser a vizualizovány podél jednotlivých chromozomů. Tato 

analýza určila čtyři sdílené kandidátní oblasti – dvě na chromozomu 1 (chr1:17545968-

28389817; chr1:157191634-167541667), jednu na chromozomu 11 (chr11:7379498-

23144520) a jednu na chromozomu 14 (chr14:76229597-107038521) (Obrázek 10). 
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Obrázek 10 – Oblasti genomu se zvýšeným výskytem sdílených vzácných variant u 

pacientů s AA amyloidózou. Pozice jednotlivých vzácných variant byly exportovány do genomového 

prohlížeče UCSC Genome Browser. Zelené rámečky na chromozomech 1, 11 a 14 značí oblasti vykazující zvýšený 

výskyt sdílených variant. Chromozom 2 demonstruje absenci takovýchto oblastí. 

 

 Následující analýza vycházela z hypotézy, že kauzální mutace, která je ve sdílené 

kandidátní oblasti může ovlivňovat míru exprese mutovaného genu. Pro tuto analýzu bylo 

použito dat získaných sekvenováním RNA izolované z leukocytů u jedinců s klinicky 

prokázanou AA-amyloidózou – 31, 314, 412 a 414; 10 zdravých rodinných příslušníků a              

3 externích kontrol. Ze získaných dat porovnávajících rozdíl exprese RNA mezi vzorky 

pacientů a kontrol byly nejprve určeny geny lokalizované ve sdílených kandidátních oblastech. 

Mezi těmito geny byly následně určeny ty, které vykazovaly statisticky nominálně (p≤0,5) 

změněnou expresi mezi oběma skupinami. Tato analýza určila 6 genů (CDA, ZDHHC18, 

MRVI1, SAAL1, PIK3C2A, RPS13); (Tabulka 3).   

 Následně byly v těchto genech hledány v souboru „sdílených variant“ případné 

kandidátní varianty. Nalezené 4 varianty (Tabulka 4) byly identifikovány i u zdravých osob 

v populačně specifické databázi NCLG a byly proto vyloučeny jako kandidátní.  
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Tabulka 3 - Diferenciálně exprimované geny v kandidátních oblastech 

gen lokus začátek konec soubor_1 soubor_2 hodnota_1 hodnota_2 log2 (2/1) p_nominální P_korigované 

CDA chr1 20915440 20945401 P K 18,47 11,07 -0,739 0,035 ne 

ZDHHC18 chr1 27153200 27184093 P K 43,36 26,82 -0,693 0,058 ne 

MRVI1 chr11 10562818 10715535 P K 6,44 4,19 -0,62 0,028 ne 

SAAL1 chr11 18091481 18127638 P K 3,51 5,89 0,7445 0,042 ne 

PIK3C2A, 

RPS13 

chr11 17095935 17229530 P K 410,08 3019,62 2,88 0,00005 ano 

Vysvětlivky: gen – identifikátor příslušného genu; lokus, začátek, konec – pozice genu na chromozomu (Hg19); soubor 1 – pacienti s AA-amyloidózou (P) ; soubor 2 – kontroly 

(K); hodnota 1 – průměrné RPKM pro gen v souboru pacientů; hodnota 2 – průměrné RPKM v souboru kontrol; log2 (2/1) – dvojkový logaritmus poměru hodnot 2 a 1; 

p_nominální – statistická významnost změny poměru hodnot 1 a 2 pro příslušný gen; p_korigované – statistická významnost pro příslušný gen korigovaná na počet testovaných 

genů 

 

 Tabulka 4 - Varianty nalezené v diferenciálně exprimovaných genech 

chrom začátek konec ref alt typ gen impact_so  
num_hom_ 

ref 
num_het 

num_hom_ 

alt 
in_exac 

aaf_gnomad_ 

all 

chr1 20936802 20936804 AT A indel CDA varianta v intronu  62 19 8 0 -1 

chr11 10614104 10614105 T C snp MRVI1 varianta v intronu  84 4 1 0 -1 

chr11 10720021 10720030 
GGAGA 

GATA 
G indel MRVI1 

varianta v upstream 

oblasti 
 84 3 2 0 -1 

 

chr11 17211808 17211810 CA C indel PIK3C2A varianta v intronu  85 4 0 0 -1 

Vysvětlivky: chrom – chromozom, na kterém leží varianta; začátek - poziční začátek úseku DNA s mutací genu (Hg19); konec – poziční konec úseku DNA s mutací; ref - 

referenční alela; alt – alternativní alela pro danou variantu; typ – typ varianty (indel – inzerce nebo delece v úseku DNA, snp – jednonukleotidová změna); gen – název genu; 

impact_so – lokalizace mutace v rámci genu;  num_hom_ref -  počet homozygotů pro referenční (ref) alelu; num_het –  počet pozorovaných heterozygotů; num_hom_alt – 

počet homozygotů pro referenční (alt) alelu v populačně specifické databázi NCLG; in_exac – frekvence výskytu v databázi ExAC; aaf_gnomad – pozorovaná frekvence 

výskytu alely pro  alternativní alelu v databázi gnomAD.
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 Další analýza vycházela z funkční anotace genů lokalizovaných v kandidátních 

oblastech. Tato analýza odhalila u pacientů „privátní“ mutaci chr11:18287683 T>C (Hg19) 

v promotorové oblasti SAA1 (Obrázek 11). Tato varianta není uváděna v žádných veřejně 

dostupných genetických databázích ani v referenční populačně specifické databázi NCMG.        

Je lokalizována v sekvenčně konzervované oblasti promotoru SAA1 (Obrázek 13), v místě 

rozvolněného chromozomu (citlivém na štěpení DNázou) a v místě, na které se váží transkripční 

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

 Analýza všech nalezených vzácných i populačně častých variant v genu SAA1 dále 

odhalila, že je mutace chr11:18287683 T>C  u všech sekvenovaných pacientů přítomna               

ve vazbě cis s dalšími dvěma variantami - chr11: 18290859 C>T; p.A70V; rs1136743; a        

chr11: 18290874 T>C; p.V75A; rs1136747, které vytvářejí amyloidogenní haplotyp SAA1.1 - 

p.70Val, p.75A (Obrázek 12) (Booth et al., 1998).  

 

Obrázek 11 - Mutace chr11:18287683 T>C nalezená pomocí celogenomového 

sekvenování. Snímek obrazovky z prohlížeče IGV dokumentující přítomnost kandidátní 

heterozygotní mutace chr11:18287683 T>C u pacientů s AA amyloidózou a její nepřítomnost 

v kontrolních vzorcích (červený rámeček). Kandidátní mutace je v blízkosti populačně časté varianty 

chr11:18287750 G>C (rs1829575; populační frekvence 0,77), (modrý rámeček). 
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Obrázek 12 – Haplotyp SAA1.1 nalezený pomocí celogenomového sekvenování. Snímek 

obrazovky z prohlížeče IGV dokumentující přítomnost rizikového haplotypu SAA1.1 u pacientů s AA 

amyloidózou (červený rámeček). 

 

 

Obrázek 13 – Sekvenční konzervovanost promotorové oblasti SAA1 v okolí mutace 

chr11:18287683 T>C. Snímek obrazovky výpisu z databáze gnomAD dokumentující unikátnost 

nalezené mutace (červený rámeček) a nízkou míru genetické variability v jejím okolí. Jednotlivé šedivé 

tečky znázorňují lokalizaci známých genetických variant. Jejich populační frekvence je uvedena 

v tabulce vpravo dole. 
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Obrázek 14 – Vazba transkripčních faktorů NR3C1, CEBPB, STAT3, FOS a POLR2A 

v sekvenčně konzervovaném místě promotorové oblasti SAA1. Snímek obrazovky výpisu 

z genomového prohlížeče UCSC Genome Browser ukazující transkripční faktory, které se váží na 

mutovanou oblast SAA. Místo mutace je znázorněno červeným rámečkem.  

 

• Mutace v promotoru segreguje s klinickými projevy AA amyloidózy a trvale 

zvýšenými plazmatickými (sérovými) hladinami SAA 

 Přítomnost mutace chr11:18287683 T>C a rizikového amyloidogenního haplotypu 

SAA1.1 byla ověřena a testována v genomové DNA pacientů pomocí PCR a Sangerova 

sekvenování (Obrázek 15 a Obrázek 16). U zemřelých pacientů byla k analýze použita DNA 

izolovaná z fixovaného bioptického materiálu. U žijících pacientů a jejich příbuzných byla 

k analýze použita DNA izolované z krve. Genotypování prokázalo, že mutace chr11:18287683 

T>C je přítomna (+/-) výhradně u 9 (23, 31, 33, 42, 314, 316, 412, 414 a 415) pacientů vždy ve 

vazbě s rizikovým haplotypem 1.1. Mutace nebyla nalezena (-/-) u sedmi zdravých přímých 

příbuzných (35, 37, 41, 46, 47, 48, 310, 312, 413) (Obrázek 7). U dvou pacientů, kteří museli 

mutaci mít (25 a 27), nebyla možnost provést genotypování. LOD skóre pro tento pozorovaný 

způsob segregace je rovno: log10 (
1

0,518
) = 5,41853. 

 

 

Obrázek 15 - Gelová elektroforéza ukazující kvalitativní a semikvantitativní výsledek 

PCR amplifikace SAA1 promotoru u studovaných jedinců. Vysvětlivky: M – Marker Gene 

Ruler 100 bp plus Ladder; 1-14 - vzorky genomové DNA pacientů. 

 



 

66 

 

 

 

Obrázek 16 - Kapilární elektroforéza ukazující výsledek Sangerova sekvenování SAA1 

promotoru u nosiče mutace a kontroly. Přítomnost heterozygotní mutace chr11:18287683 T>C je 

znázorněna šipkou. 
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5.4 In silico analýza a funkční studie kandidátní mutace v promotorové oblasti SAA1 

• Mutace promotorové oblasti vede ke konstitutivně vyšší expresi SAA1 

 Pro zhodnocení eventuálních efektů kandidátní varianty v promotorové oblasti genu 

SAA1 na případnou vazbu transkripčních faktorů bylo využito databáze vazebných sekvencí 

eukaryotických transkripčních faktorů TRANSFAC 2019.2. In silico analýza naznačila,               

že mutace může vést k abnormální vazbě transkripčního faktoru SOX-17 (Obrázek 17), který 

je transkripčním faktorem regulujícím metabolismu lipidů v játrech (Rommelaere et al., 2014). 

Luciferázový test provedený v HepG2 buňkách prokázal, že v nestimulovaných buňkách je 

transkripční aktivita mutovaného promotoru SAA1 cca 2x vyšší než aktivita promotoru 

normálního (wild-type) (Tabulka 5 a Obrázek 18). 

 

 

Obrázek 17 – In silico analýza části promotorové oblasti wild-type a mutované SAA1.  

Porovnání vazby transkripčních faktorů mezi wild-type (WT_SAA1) a mutovanou oblastí (MT_SAA1) 

promotoru SAA1 naznačuje, že mutace (červený rámeček) může vést k abnormální vazbě transkripčního 

faktoru SOX-17 (červená šipka).  
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Tabulka 5 - Hodnoty aktivity luciferázy v provedených experimentech.  

 1.měření 2.měření 3.měření 4.měření průměr 

[RLU/sec] 

normalizované hodnoty průměr 

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 

poměr 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 

poměr mt/wt 
    

1,904929 
     

           

           



 

 

 6
9
 

 1.měření 2.měření 3.měření 4.měření průměr 

[RLU/sec] 

normalizované hodnoty průměr 

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 

poměr 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 

poměr mt/wt 
    

1,667059 
     

 

Vysvětlivky: wt_phRLU – Photinus měření wild-type promotoru; mt_phRLU -   – Photinus měření mutovaného promotoru; wt_reRLU – Renilla měření wild 

type promotoru, mt_reRLU – Renilla měření mutovaného promotoru; wt_RRLU – relativní hodnota RLU u wild type promotoru; mt_RRLU – relativní hodnota 

RLU u mutovaného promotoru; hodnota poměru mt/wt značí relativní aktivitu exprese mutovaného promotoru vůči normálnímu (wild-type) promotoru.
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Obrázek 18 - Relativní aktivita exprese normálního a mutovaného promotoru SAA1 

v HepG2 buňkách. Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± směrodatné odchylky 4 nezávislých 

luciferázových testů; v rámci, kterých byly provedeny vždy 4 nezávislé transfekce příslušným vektorem. 

Naměřené hodnoty byly porovnány pomocí oboustranného t-testu na hladině významnosti 0,05;       

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

 V této práci byla nalezena a částečně funkčně charakterizována heterozygotní mutace 

v promotorové oblasti SAA1 jako příčina autozomálně dominantně dědičné AA amyloidózy. 

 Nalezená mutace splňuje všechny znaky patogenity. Není uváděna v žádných veřejně 

dostupných genetických databázích ani v populačně specifické referenční databázi Národního 

centra lékařské genomiky (NCLG). Mutace je přítomna výhradně u jedinců s klinickými 

projevy AA amyloidózy nebo trvale zvýšenými sérovými hladinami SAA v rodině a je děděna 

v předpokládaném autozomálně dominantním modelu. Je lokalizována v sekvenčně 

konzervované oblasti promotoru SAA1, v místě, na které se váže řada transkripčních faktorů, 

které mají významnou roli v regulaci exprese SAA1. In silico analýza promotorové oblasti 

naznačila, že mutace může vést k abnormální vazbě SOX-17, což je transkripční faktor 

regulující buněčné procesy, ve kterých se uplatňují proteiny akutní fáze – metabolismus lipidů 

v játrech (Rommelaere et al., 2014) a regenerace endotelu při zánětlivém poškození (Liu et al., 

2019). Funkční analýza provedená pomocí luciferázového testu v nestimulovaných HepG2 

buňkách prokázala, že mutace dvojnásobně zvyšuje transkripční aktivitu promotoru SAA1. 

 Zvýšená transkripční aktivita mutovaného promotoru SAA1 v nestimulovaných HepG2 

buňkách je ve shodě s předpokládaným dominantně negativním efektem mutace a naznačuje 

patogenetický mechanismus, který může vést k rozvoji AA amyloidózy u pacientů. Bazální 

exprese SAA1 a dalších proteinů akutní fáze je za fyziologického stavu u zdravých jedinců 

nízká. U pacientů vede heterozygotní mutace k poruše regulace transkripce a ke zvýšené expresi 

SAA1 i za fyziologicky normálního stavu. To je v souladu s výsledky biochemických a 

klinických vyšetření, kdy mají pacienti trvale zvýšené sérové koncentrace SAA, které nejsou 

doprovázeny změnami v koncentracích dalších proteinů akutní fáze a zánětlivých markerů ani 

přítomností dalších komorbidit vedoucího k chronickému zánětu – například obezity (Blank et 

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

 Trvale zvýšená exprese SAA1 je rizikovým faktorem vzniku AA amyloidózy. Na jejím 

vzniku a progresi se podílí i genetické faktory. Nejvýznamnějším takovýmto genetickým 

faktorem je amyloidogenní haplotyp SAA1.1, který až 7x zvyšuje riziko vzniku AA amyloidózy 

(Cazeneuve et al., 2000). 

 U pacientů bylo zjištěno, že promotorová mutace je ve vazbě s amyloidogenním 

haplotypem genu SAA1.1. Očekávatelným výsledkem tohoto genotypu je tak trvale zvýšená 

produkce amyloidogenní formy proteinu SAA1.1, jeho zvýšená systémová koncentrace 



 

72 

 

 

vedoucí k postupnému hromadění, agregaci a tvorbě AA amyloidu. Tento předpoklad je ve 

shodě s výsledky proteomické analýzy (výsledky nejsou součástí této práce), která prokázala 

dominantní zastoupení SAA1.1 v amyloidových depozitech u probanda (316), který je 

heterozygotní pro mutovaný haplotyp SAA1.1 a haplotyp SAA1.3 mající ve své sekvenci 

aminokyseliny p.70Val a p.75Ala.  

 Všechny prezentované klinické, biochemické, genetické, molekulárně biologické a 

buněčně patologické výsledky tak svědčí pro to, že ve studovaném případě je promotorová 

mutace v SAA1 příčinou AA amyloidózy. 

 Pro definitivní potvrzení kauzality nalezené mutace by bylo nutné izolovat a 

charakterizovat proteiny, které interagují s DNA sekvencí normálního a mutovaného promotoru 

SAA1 a určit jejich efekt na regulaci exprese SAA1. Další možností potvrzení kauzality je cílené 

vnesení mutace do vhodného buněčného nebo animálního modelu pomocí některé z technik 

editace genomu a následné studium funkčního dopadu mutace. V této souvislosti je zajímavou 

paralelou, podporující naše výsledky a závěry, nález heterozygotní mutace v promotorové 

oblasti SAA1 jako příčina AA amyloidózy u gepardů (Papendick et al., 1997; Zhang et al., 

2008). Podobným modelem by mohla být i AA amyloidóza, která se vyskytuje u lišek 

ostrovních (Urocyon littoralis) (Gaffney et al., 2016;). U těchto zvířat je genetická příčina zatím 

neznámá. 

 K potvrzení kauzality by přispělo i nalezení dalších případů AA amyloidózy spojených 

s mutacemi v promotoru SAA1. Idiopatické formy tvoří významnou část (15-20%) všech 

diagnostikovaných případů AA amyloidózy (Blank et al., 2015; Brunger et al., 2020). Mutace 

v promotorové oblasti SAA1 by proto měly být zvažovány u všech idiopatických forem AA 

amyloidózy, u kterých není jasně přítomna imunitní ani zánětlivá složka nemoci. 

 Analýza promotorové sekvence SAA1 je komplikována její vlastní GC-bohatou 

sekvencí a vysokou homologií s promotorovými oblastmi genů SAA2, SAA3 a SAA4. Z těchto 

důvodů se dlouhodobě nedařilo promotorovou mutaci nalézt metodou Sangerova sekvenování 

ani exomového sekvenování. Pro výše uvedené případy idiopatických AA amyloidóz je proto 

vhodné použít metodu celogenomového sekvenování, které umožňuje nalézt nejenom mutace 

promotoru SAA1, ale případně i mutace některého z transkripčních faktorů regulující expresi 

SAA1. 
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7. Závěr 

 Tato práce dokumentuje první případ idiopatické AA amyloidózy u člověka způsobené 

autozomálně dominantní mutací v promotoru SAA1 genu. Dosažené výsledky objasňují příčiny 

vzniku a mechanismus rozvoje nemoci. Znalost genetické příčiny a cílené genotypování 

umožnily v postižené rodině identifikovat presymptomatické jedince, u kterých je tato 

informace indikací pro zahájení biologické léčby monoklonální protilátkou Tocilizumab. 

V budoucnosti může být znalost příčiny nemoci využita nositeli mutace pro kvantifikované 

genetické poradenství, případně pro prenatální nebo prekoncepční diagnostiku. Znalost 

mechanismu vzniku nemoci může být v budoucnu též indikací pro transplantaci jater, případně 

pro zahájení jiného moderního způsobu léčby založeného například na použití nových typů 

monoklonálních protilátek, farmakologického urychlení degradace amyloidu, cílené RNA 

interference nebo genové terapii. 

 Práce též demonstruje význam a potenciál celogenomového sekvenování v odhalování 

genetických příčin nemocí a naznačuje, jakým způsobem by mělo v budoucnu probíhat 

vyšetřování a klasifikace idiopatických forem AA amyloidózy.  
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9. Příloha 

• Tabulka P.1 - Aktuální přehled známých amyloidogenních proteinů z roku 2018 podle 

Mezinárodního výboru pro amyloidózu (International Society of Amyloidosis).



 

 

 

II 

Tabulka P.1 - Aktuální přehled známých typů amyloidogenních proteinů. 

Typ amyloidózy Amyloidový 

protein 

Prekurzorový protein Forma amyloidózy: 

Systémová (S) nebo 

lokalizovaná (L) 

Původ amyloidózy: 

Získaná (Z) nebo 

dědičná (D) 

Postižené orgány 

AL amyloidóza AL lehké řetězce 

imunoglobulinů 

S, L Z, D Různé, kromě CNS 

AH amyloidóza AH těžké řetezce 

imunoglobulinů 

S, L Z Různé, kromě CNS 

AA amyloidóza AA Sérový amyloid A S D Různé, kromě CNS 

Senilní systémová 

amyloidóza 

ATTR Transthyretin – wild type S Z myokard, spíše muži, vazy 

Familiární amyloidová 

polyneuropatie 

 
Transthyretin – varianty S D periferní NS, myokard, zrak 

Aβ2M amyloidóza Aβ2M β2-Mikroglobuliny – wild 

type 

S D svalovo-kosterní systém 

 
 

β2-Mikroglobuliny – 

varianty 

S D autonomní NS 

AApoAI amyloidóza AApoAI Apolipoprotein A, I. 

varianta 

S D myokard, játra, ledviny, 

periferní NS, varlata 

AApoAII amyloidóza AApoAII Apolipoprotein A, 

II.varianta 

S D ledviny 

 AApoAIV Apolipoprotein A, IV.wild 

type 

S Z dřeň ledviny 

 AApoCII Apolipoprotein C, II. 

varianta 

S D ledviny 



 

 

 

III 

 AApoCIII Apolipoprotein C, III. 

varianta 

S D ledviny 

 AGel Gelsolin S D periferní NS 

Lysozymová amyloidóza ALys Lysozym S D ledviny 

 ALECT2 Leukocyto chemotaktický 

faktor -2 

S Z ledviny 

Fibrinogenová 

amyloidóza 

AFib Fibrinogen α S D ledviny 

Amyloidová angiopatie 

islandského typu 

ACys Cystatin C S D periferní NS, kůže 

Familiární britská 

demence 

ABri ABriPP S D CNS 

 ADan_ ADanPP (stejný gen jako 

ABri) 

L D CNS 

Alzheimerova nemoc Aβ Aβ proteinový prekurzor – 

wild type 

L Z CNS 

Cerebrální angiopatie 
 

Aβ – proteinový prekurzor 

– varianty 

L D CNS 

 AαSyn α-synuclein L Z CNS 

 ATau Tau L Z CNS 

 APrP prionový protein – wild 

type 

L Z mozek 

 
 

prionový protein – varianty L D mozek 

 
 

prionový protein – varianty S D periferní NS 

 ACal (Pro)kalcitonin L Z C-buněčné nádory štítné žlázy 



 

 

 

IV
 

 AIAPP ostrůvkový amyloidní 

polypeptid (amylin) 

L Z Langerhansovy ostrůvky 

slinivky břišní 

 AANF atriální natriuretický faktor L Z srdeční předsíň 

 APro Prolaktin L Z hypofýza mozku 

 AIns Inzulín L Z iatrogenně v místech po 

aplikaci inzulínu 

 ASPC plicní surfaktantový protein L Z plíce 

 AGal7 Galektin 7 L Z kůže 

 ACor Corneodesmosin L Z kožní epitelium 

Amyloidóza aortální 

medie 

AMed Laktadherin L Z srdeční aorta 

 Aker kerato-epitelin L Z oční rohovka 

Amyloidóza na bázi 

laktoferinu 

ALac Laktoferin L Z oční rohovka 

 AOAAP Odontogenický 

ameloblastický protein 

L Z odontogenní (zubní) nádory 

 ASem Semenogelin 1 L Z semenný váček 

 AEnf Enfurvitid L Z iatrogenně 

 

Přeloženo a upraveno dle  (Benson et al., 2018). 


