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Vliv nékterych faktorl na postiZzeni ledvin u sekundarni amyloidézy (abstrakt)

Kli¢ova slova: AA amyloidéza, polymorfismy gent MCP-1, MIP-1a a SAA1

Uvod: Lze predpokladat asociace mezi pritomnosti sekundarni (AA) amyloidézy
a polymorfismy gentt MCP-1 a MIP-1a.. Nékteré studie poukazaly na dulezity vliv polymofismu
exonu 3 genu SAA1 na pfitomnost AA amyloidézy v riznych populacich.

Metoda: V této praci byla zjiStovana incidence jednotlivych genotypl ve vybranych
polymorfismech gent pro MCP-1 (monocyte chemoatracttant protein-1), MIP-1a (macrophage
inflammatory protein-1 alpha) a SAA 1 (serum amyloid A 1). Byly stanoveny sérové hladiny
SAA, MCP-1 a MIP-1a a zkoumany zavislosti na polymorfismech dotyénych gend. Stanoveni
se tykala nemocnych s AA amyloidézou (43), pacientd srevmatoidni artritidou (RA)
bez amyloidézy (50) a kontrolni zdravé skupiny (100).

Vysledky: U skupiny nemocnych s AA amyloidézou bylo nalezeno signifikantné vySSi
zastoupeni genotypu 1.1/1.1 pro SAA 1 ve srovnani se skupinou nemocnych s RA
i se skupinou zdravych kontrol (p<0,001). Statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni dalSich
genotypl nalezeny nebyly. Stejné tak se neliSilo zastoupeni genotypu 1.1/1.1 (ani ostatnich)
mezi nemocnymi s RA a kontrolni skupinou a ani u dalSich zkoumanych genotypl nebyl
v jejich zastoupeni nalezen vyznamny rozdil napfi¢ vSemi skupinami. Sérové koncentrace SAA
byly statisticky vyznamné vy$Si jednak ve skupiné nemocnych s AA amyloidézou, jednak
i ve skupiné nemocnych s RA ve srovnani se zdravymi kontrolami (p<0,001). Mezi skupinami
AA a RA nebyl nalezen vyznamny rozdil. Vyznamné (p<0,05) se liSila sérova koncentrace
MCP-1 ve skupiné nemocnych s AA amyloidézou (byla vy$si) proti skupiné s RA. Zietelné,
i kdyz ne statisticky vyznamné, byly vyssSi ikoncentrace MIP u obou skupin nemocnych
proti zdraveé skupiné.

Zavér: Homozygocie pro haplotyp 1.1 vgenu pro SAA1 by mohla byt rizikovym faktorem
pro rozvoj AA amyloidézy v kavkazské populaci. Nami zjisténé signifikantné vysSsi sérové
koncentrace MCP-1 ve skupiné s AA amyloidozou proti skupiné s RA by mohly poukazovat na
rizikovost idalSich faktord. Toto by mohlo mit své terapeutické konsekvence — dFivéjsi
arazantngjSi |éCba onemocnéni predisponujicich ke vzniku AA amyloidézy u pacientl

s pFislusnym genotypem. Potfebny je vSak dalSi vyzkum ve vétSich souborech.



The influence of some factor on renal impairment in secondary amyloidosis — abstract

Key words: AA amyloidosis, MCP-1, MIP-1a. and SAA1 genes polymorphisms

Introduction: Available data suggest an association between presence of secondary (AA)
amyloidosis and MCP-1 (monocyte chemoatracttant protein-1) and MIP-1a (macrophage
inflammatory protein-1 alpha) genes polymorphisms. Some studies have also shown
an impact of polymorphisms in exon 3 of SAA 1 (serum amyloid A 1) gene on the incidence
of AA amyloidosis in different populations.

Methods: The incidence of single genotypes MCP-1, MIP-1a and SAA 1 genes was
investigated. Serum levels of SAA, MCP-1 and MIP-1a were measured and potential relation
between serum levels and genotypes were analyzed. All examinations were performed
in patients with AA amyloidosis (43), rheumatoid arthritis (RA) without amyloidosis and healthy
control group (100).

Results: Significantly more frequent occurrence of 1.1/1.1 genotype in SAA 1 was recorded
in AA amyloidosis group compared to RA group as well as in control group (p<0,001). No
statistically significant differences in distribution of another genotypes were found. Distribution
of neither 1.1/1.1 genotype nor another ones did not vary among RA group and control
group. No significant difference in distribution of another examined genotypes was recorded
among all three groups. Serum concentrations of SAA were statistically significantly higher
in AA amyloidosis group and also in RA group compared to healthy controls (p<0,001).
The difference between AA and RA group was not significant. Serum concentration of MCP-1
was statistically significantly higher in AA amyloidosis group compared to RA group (p<0,05).
Concentrations of MIP were markedly (but not statistically significantly) higher in both groups
of patients compared to healthy controls.

Conclusions: Homozygosity of the 1.1 haplotype in SAA1 gene could be arisk factor
for development of AA amyloidosis in Caucasian population. Our findings of significantly
higher serum concentrations of MCP-1 in the AA amyloidosis group compared to RA group
could advert to riskiness of another factors. This could have therapeutic consequence — earlier
and more assertive therapy of underlying diseases in patients with appropriate genotype
in order to prevent or interfere with occurrence of AA amyloidosis. Further studies in larger

populations of patients are warranted.



UvoD

Amyloidéza

vrve

vyustuje do extracelularniho ukladani nerozpustné bilkovinné hmoty fibrilarni struktury —
amyloidu. Pojem amyloid zavedl némecky botanik Matthias Jakob Schleiden (1838) pro
pojmenovani Skrobovych struktur v rostlinach. Je odvozen od amyloidum = Skrobu podobny,
pro podobnost barveni se s uhlovodany pfi tehdy dostupnych histologickych barvenich. V roce
1842 Karel Rokitansky jako prvni popsal vlastnosti tohoto ,vosku“ v jatrech u pacientl
dlouhodobé Ié&enych pro tuberkulézu, syfilis nebo chronickou osteomyelitidu V. V roce 1854
nazval Rudolf Virchow tuto substanci (u lidi) amyloid. V roce 1859 Nikolaus Friedreich a

August Kekule objasnili proteinovou podstatu amyloidu @

Klasifikace amyloidézy

Zakladni déleni amyloid6z se provadi dle nékolika kriterii:

° dédi¢nosti (vrozena — familiarni a ziskana)

o pFi¢iny (primarni, sekundarni)

. biochemickeé struktury (amyloid light chain, amyloid A, amyloid beta atd.)
. rozsahu organového postizeni (diflizni—systémova nebo lokalizovana) .

Patofyziologie tvorby amyloidu

Amyloid je tvofen nékolika komponentami, z nichz hlavni jsou bilkovinné nevétvené fibrily
o priméru 8-10 nm, slozené ze dvou filament. Typické je pro né usporadani v B-strukturu
skladaného listu s antiparalelnim prab&hem filament ®. Toto usporadani je zodpovédné
za ultrastrukturalni, tink¢éni a optické vlastnosti amyloidu. V kontrastu s uniformnimi fyzikalnimi
vlastnostmi amyloidovych fibril je jejich chemicka heterogenita. Do dnesni doby bylo
identifikovano nejméné 27 riznych proteind, které zpasobuji vznik amyloidézy ), a pravé druh
proteinové fibrilarni komponenty je pro rlzné druhy amyloidu specificky. VSechny typy
amyloidu maji spole¢nou P komponentu (AP), ktera je slozena z 10 glykosylovanych
polypetidovych podjednotek, tvoficich dvé pentamerni matice pooto€ené proti sobé o polovinu
jednotky. AP tvofi tmelici prvek spojujici fibrily v kompaktni hmotu. Tato hmota tvofi 5-15%
amyloidovych depozit. Fyziologicky méa sérovy prekurzor tohoto proteinu (SAP) v organizmu
pozitivni vliv spoc€ivajici v ochrané bunétného chromatinu pfed pusobenim protilatek, virt

a bakterii. VaZe se, pravdépodobné prostfednictvim Ca?*, na buné&&nou membranu bakterii



a kvasinek ®. V experimentu bylo prokazano, Ze SAP-knockoutované mysi maji vyrazné vyssi
hladiny autoprotilatek (antinuklearni protilatky - ANAb, protilatky proti bazalni membrané
glomeruld - antiGBM) a &ast&j§i vyskyt infekénich komplikaci ©. Kromé téchto dvou
zakladnich slozek (fibrily a P komponenta) se na formaci amyloidovych depozit podileji jesté
apolipoproteiny (pfedevSim ApoE a ApoJ) a glykosaminoglykany (GAG, predevSim heparan-
sulfat). SoucCasné se predpoklada jesté existence dalSiho faktoru - AEF (amyloid enhancing
factor). Ziskava se extrakci ztkani infiltrovanych amyloidem a v experimentech
s laboratornimi zvifaty vyrazné urychluje ukladani amyloidovych depozit ©¢®. Dle mnoha
vyzkumU se jedna o makromolekularni komplex obsahujici glykoprotein o velikosti pfiblizné

(12)

10-15 kDa @', Predpoklada se, 2e AEF muze byt amyloid sam 2, drobny fragment
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amyloidové fibrily obsahujici viakno ve struktufe B-skladaného listu ¥ nebo komplex AA

peptidu a GAG .

Pfesny mechanizmus amyloidogeneze dosud neni Uplné objasnén. Na vzniku amyloidu se
muze vyznamneé podilet tvorba a kinetika amyloidovych prekurzor(, kdy u vétSiny amyloidéz
nalézame jejich zvySenou tvorbu. Neni v8ak prokazana pfima a jednoducha zavislost
mezi zavaznosti vyvolavajiciho procesu, mnozstvim amyloidovych prekurzorl a vznikem

1 Dalsim momentem m(Ze byt mutace v genu, ktery koduje vznik daného

amyloidézy
prekurzoru. Takto patologicky zménéné bilkoviny jsou obtizné degradovatelné z dlivodu
chybného prostorového usporadani a v dlisledku toho snaze tvofi agregaty fibril a nasledné

depozita amyloidu (vétSina familiarnich forem amyloidéz).

Obraz renalni amyloidézy

Klinicky obraz u téchto forem amyloidézy souvisi s predilekénim postizenim zejména téchto
organu: ledviny, jatra, slezina a srdce. Pfi postizeni ledvin se amyloidova depozita ukladaji
nejprve v mezangiu, podél glomerularni bazalni membrany a ve sténé cév (hlavné v medii),
také ale ve sténé tubull a intersticiu ledvin. Postupné vS§ak dochazi k expanzi amyloidovych
depozit, v dusledku ischemie glomerull k jejich sklerotizaci a rozvoji intersticialni fibrozy (.
Amyloidéza ledvin sice miZe probihat i asymptomaticky ", nejéast&ji se véak manifestuje
nefrotickym syndromem, nezfidka s proteinurii pfesahujici 10g/24 hod. Klinicky obraz pak
dotvareji komplikace souvisejici s rozvinutym nefrotickym syndromem: vétsi sklon k infekcim
(z duvodu ztrat imunoglobulinG do moci a zvySené kongesce tkani pfi retenci tekutin),
tromboembolické pfihody (intravaskularni dehydratace pfi hypalbuminemii, ztraty antitrombinu
[l do moci, zvySena syntéza fibrinogenu) a ¢asto pfitomna refrakterni anemie i pfi normalnich
renalnich funkcich (ztraty transferinu do modci). Pfipadné snizeni glomerularni filtrace
nesouvisi pouze s infiltraci glomerul( amyloidem, ale je zavislé i na stupni intersticialni fibrézy

a tubularni atrofie ")



AA amyloidéza (sekundarni, reaktivni)

AA amyloidéza vznika v disledku dlouhodobého pusobeni chronického zanétlivého procesu
rizné povahy v organizmu. Patogeneze tvorby amyloidu je blize popsana v Casti tykajici se
SAA (sérovy amyloid A), klinicky obraz byl zminén vySe. Onemocnéni, ktera byvaji nejvice
komplikovana rozvojem AA amyloidozy, patfi do skupiny revmatickych chorob — revmatoidni
artritida (RA), juvenilni chronicka artritida (JCA), ankylozujici spondylartritida (AS); dale pak
nespecifické stfevni zanéty (Crohnova choroba, ulcerézni kolitida), bronchiektazie,
tuberkuloza, osteomyelitidy. V zemich Balkanu je nejCastéjSi pfiCinou reaktivni amyloidozy
familiarni stfedozemni horecka (FMF — Familial Mediterranean Fever). V postmortalnich
studiich je incidence amyloidézy u nemocnych s revmatickymi onemocnénimi velmi variabilni
a kolisa mezi 5-60%. P¥iblizné 10% nemocnych s revmatoidni artritidou umira na komplikace,

které souviseji s pFitomnosti amyloidozy (®.

SAA (sérovy amyloid A)

SAA je fibrilarnim cirkulujicim prekurzorem amyloidovych depozit u AA amyloidézy. Jedna se
o latku velmi podobnou C-reaktivnimu proteinu (CRP), ktera spolu s nim patfi do rodiny
proteinl akutni faze. Obsahuje 104 aminokyseliny. Chronicky zanétlivy proces vede
prostfednictvim stimulace monocyto-makrofagového systému ke zvySeni sekrece interleukinu
-1 (IL-1B), TNF-a. a IL-6. Jatra na tento podnét reaguji zvySenim sekrece proteind akutni
faze, tzn. i SAA. SAA je v krvi transportovan ve vazbé na HDL lipoprotein. HDL je smérovan
do oblasti zanétu, kde se z poskozenych bunék uvoliiuje velké mnozstvi cholesterolu.
Ve tkanich pak je SAA vychytavan z cirkulace a puUsobenim leukocytarnich proteaz
(pFedevsim cathepsinu B) '® a za pomoci glykosaminoglykan(i se premé&huje na amyloid A
(ma jiz jen 76 aminokyselin). Pokud bychom cathepsin zablokovali nékterym z inhibitor(
proteolyzy (napf. pepstatinem), dojde k rychlému vzniku amyloidovych depozit, coz se

vyuZivad u experimentalnich model AA amyloidézy ©9.

V experimentalnich pracich se
ukazalo, ze tento proces se déje prevazné intracelularné v aktivovanych monocytech
a za vyznamného pfispéni IL-1p a interferonu vy - IFN-y @Y.V této praci byly CD14+ buriky
(periferni monocyty) kultivovany s SAA a nasledné byla stanovovana aktivita rezidualniho
SAA pomoci anti-SAA protilatky. Ukazalo se, Zze za bazalnich podminek je intracelularni
koncentrace SAA nulova. Pokud se ale CD14+ bunky pfed kultivaci s SAA vystavily u€inku
IL-18 a/nebo IFN-y, byla nasledné v kultufe monocytl detekovatelna pomérné vysoka
koncentrace SAA. Z toho vyplyva, Ze pod vlivem plsobeni nékterych prozanétlivych cytokin(
nedochazi ke kompletni degradaci SAA v monocytech a to vede k jeho kumulaci v téchto
bufkach a nasledné ve tkanich, které infiltruji. Jiné prace prokazaly, Ze navazani heparan-

sulfatu na SAA vedouci ke zméné terciarni struktury na formaci B-skladaného listu, je



kritickym krokem k amyloidogenezi “?. Nasledné konformadni zmény vyvolané navazanim
heparan-sulfatu na SAA mulzou snizovat jeho vnimavost VvUc¢i proteolyze. Heparan-sulfat
navic vaze i cathepsin B ) diisledkem &eho? je sniZeni jeho proteolytické aktivity a tedy

dalsi inhibice kompletni proteolyzy SAA.

Chemokiny

Chemokiny jsou nizkomolekularni heparin vazajici molekuly secernované jednak burikami
imunitniho systému, jednak i dalSimi bufikami riznych tkani. Jsou to polypeptidy o molekulové
hmotnosti 8 az 15 kDa, které jsou tvofené 70-400 aminokyselinami a maji schopnost
chemotakticky pusobit na buriky imunitniho systému. Dnes je znamo vice nez 50 chemokinu,
které se déli do 4 skupin podle poctu a pozice cysteinovych zbytkl na NH,-terminalnim konci
polypeptidu. Tyto Ctyfi skupiny chemokint se odliSuji jak strukturné, tak ifunkéné. Kazda
skupina ma schopnost chemotaxe jinych typu leukocyti: CC chemokiny jsou chemotaktické
predevsim pro monocyto-makrofagy a lymfocyty, zatimco CXC chemokiny jsou chemotaktické
hlavné pro neutrofily.

Dvé nejvétsi skupiny chemokinl jsou CXC chemokiny (a chemokiny) se dvémi cysteinovymi
zbytky (cys 1 acys 2) oddélenymi jednou aminokyselinou a CC chemokiny (B chemokiny)
se dvémi cysteinovymi zbytky v pfilehlé pozici. Kazda skupina chemokinl interaguje s rodinou
receptord asociovanych s trimernimi G-proteiny, které jsou exprimovany predevSim
na leukocytech 4.

Chemokiny se ucastni patogeneze mnoha autoimunitnich zanétlivych onemocnéni. MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1) a MIP-1a (macrophage inflammatory protein 1a) byly

® v mozkomignim moku

nalezeny v synovidlni tekuting pacientl s revmatoidni artritidou
nemocnych trpicich roztrousenou sklerézou “® nebo v lavazni tekuting z dychacich cest
u pacientll s aktivnim bronchidlnim astmatem®”. V pfipadé MCP-1 byl prokdzan vyskyt
vyznamné vys8ich koncentraci jak v séru, tak i vsynovialni tekutiné nemocnych s RA

ve srovnani s jinymi druhy artritidy®®

, haproti tomu MIP-1a byl u téchto nemocnych nalezen
ve zvy$ené koncentraci pouze v synovidlni tekuting, nikoli v séru®, nicméné téZ jen v pripadé
revmatoidni (a ne jiné) artritidy. V patogenezi mnoha infekénich onemocnéni se tyto
chemokiny uplatfiuji nejen jako chemoatraktanty bunék imunitniho systému, ale ijako

koreceptory pro vstup vird do bunék.



HYPOTEZY A CILE PRACE

SAA polymorfismy

SAA je kodovan 4 geny, které vSechny jsou lokalizovany na kratkém raménku
11. chromozdmu (p15.1). Cirkulujici protein akutni faze A-SAA je z 90% produktem genu
SAA1 a SAA2. SAAS je pseudogen bez proteinového produktu. Produktem SAA4 genu je tzv.
konstitutivni SAA (C-SAA), ktery je minimalné ovlivnitelny cytokinovou stimulaci a prakticky se
netgastni amyloidogeneze #°. Nékteré studie jiz poukazaly na duleZity vliv polymorfism(
v exonu 3 genu pro SAA1 na pritomnost AA amyloidézy v rlznych populacich nemocnych.
Jedna se o dva single-nucleotide polymorfismy (v délce restrikénich fragment) C2995T
a C3010T, jejichz moznymi kombinacemi jsou dany tfi haplotypy: 1.1 (2995T-3010C), 1.2
(2995C-3010T) a 1.3 (2995C-3010C) ®%, a tedy 6 moznych genotyp(. Pfitomnost haplotypu
1.1 byla vyrazné Castéji zastizena v kavkazské populaci (90%) nemocnych s AA a jevi se

(31,32)

jako rizikovy faktor pro rozvoj AA amyloidézy , U Japoncl byla CastéjSi pfitomnost

haplotypu 1.3 a pozitivita 1.1 byla spojena s protektivnim vlivem na vznik AA amyloidézy ©%.
Adekvatni vysvétleni pro tyto nalezy dosud neni. Nemocni s nejvy8Simi hladinami SAA
v plasmé byli nositeli haplotypu 1.5, pravdépodobné v dusledku zpomalené degradace tohoto

genového produktu %),

MCP-1 a MIP-1a polymorfismy

Gen pro MCP-1 je lokalizovan na dlouhém raménku chromozému 17 (q11.2-q12). Jiz v roce
1999 byl publikovan vliv SN (single nucleotide) polymorfismu MCP-1 (-2518 A na G)
na transkripéni aktivitu regulaéniho Useku genu a naslednou produkci MCP-1 ©®). Jedna se
o polymorfismus délky restrikénich fragmentt, kdy za pfitomnosti adenosinu v pozici -2518
nedochazi ke S&tépeni za pouziti restriktazy Pvu IlI, ale v pfitomnosti guaninu ano.
Gen pro MIP-1a se nachazi také na chromozému 17 (g12). Uvnitf promotoru tohoto genu
byla nalezena dinukleotidova mikrosatelitni repetice zaginajici na pozici -906 ©”, jejiz poloha
z ni ¢ini dobry marker pro asociani a vazebné studie u zanétlivych onemocnéni. Jedna se
o dvé alely, z nichz delSi obsahuje o dva pary bazi v repetici vice.

Polymorfismy gent pro MCP-1 i MIP-1a byly vySetfovany u fady imunopatologickych stavi —
revmatoidni artritida (RA), systémovy lupus erytematodes (SLE), sarkoid6za. Ve vétSiné
pfipadd nebyla nalezena pfima asociace mezi pfitomnosti daného genotypu a rozvojem
onemocnéni, ale bylo mozné najit vztah mezi napf. aktivitou onemocnéni Ci urcitymi
fenotypickymi rysy a danym genotypem. Pfikladem muze byt pfitomnost A/G ¢i G/G na pozici
-2518 u MCP-1 asociovana s pfitomnosti koZni vaskulitidy u nemocnych se SLE ©®. Jina
prace ale doklada vliv pfitomnosti alely G na riziko rozvoje SLE v kavkazské populaci,

ale nikoli afroamerické, i kdyz pravé u afroamerickych nemocnych byly nalezeny vyznamné
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vy$8i hladiny MCP-1®%. U nemocnych s Crohnovou chorobou je naopak pfitomnost G/A

a pozd&j$im zadatkem choroby “%.

U RA byl G/G genotyp vyznamné cCastéji nalezen
u seronegativnich nemocnych v porovnani se seropozitivnimi &i zdravymi kontrolami *. G/G
genotyp byl identifikovan jako vyznamny rizikovy faktor pro vznik syndromu karpalniho tunelu

u dialyzovanych nemocnych 2

¢i udrzovani aktivity plicniho postizeni (posuzovano
dle diferencialniho rozpoétu elementt z BAL) u nemocnych se sarkoidézou “®. A/A genotyp
byl naopak asociovan se zvySenim plasmatickych i mocovych hladin MCP-1 u nemocnych
se SLE Y. Dle dostupné literatury nejsou k dispozici informace tykajici se vyskytu danych
MCP-1 genotypu u nemocnych sAA amyloidézou (kromé& vySe zminéné studie
u dialyzovanych nemocnych). Hodné se naopak vySetiuje souvislost s Alzheimerovou nemoci.
Pokud by se napf. potvrdil pfedpoklad, ze G/G genotyp by byl spojen s ¢asnéjSim vyskytem

Vv s

(agresivnéjsi IéCba i u laboratorné ,mirnéjSich“ forem RA).

Cile prace

Cile této prace vychazeji z uvedenych hypotéz a jsou nasledujici:

1. urCit incidenci nize uvedenych polymorfismd, resp. incidenci haplotypld a genotypl
ve vysetfovanych genech u nemocnych s AA amyloidézou, v kontrolni skupiné nemocnych
s RA a ve skupiné zdravych kontrol. VySetfované polymorfismy jsou nasledujici: v genu
pro SAA 1 vexonu 3 dva single-nucleotide polymorfismy (v délce restrikEnich fragmentd)
C2995T a C3010T, vregulaénim useku genu MCP-1 single nucleotide polymorfismus
A-2518G a dinukleotidova mikrosatelitni repetice zalinajici na pozici -906 uvniti promotoru
genu pro MIP-1a.

2. stanovit sérové koncentrace SAA, MCP-1 a MIP-1a jako vyslednych produktd Cinnosti
jednotlivych gend v obou skupinach nemocnych a u zdravych kontrol

3. prozkoumat zavislost vySe sérové koncentrace jednotlivych plsobkd na pfitomnosti
urcitého genotypu &i polymorfismu ve vSech vySetfovanych skupinach

4. prozkoumat mozZné asociace mezi pfitomnosti AA amyloidézy a druhem pfitomného
polymorfismu jednotlivych gent ve skupiné nemocnych s AA amyloidézou

5. identifikovat ve skupiné nemocnych sAA amyloidozou pfipadnou zavislost
mezi jednotlivymi genotypy (a produkty jednotlivych genll) a nékterymi dalSimi laboratornimi
parametry (sérovy kreatinin, CRP, proteinurie), které vypovidaji o rozsahu postizeni organu

a o aktivité AA amyloidozy
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SOUBOR VYSETROVANYCH A METODIKA

Soubor vysSetfovanych

Za ucelem zjisténi polymorfismt zmifiovanych genu a stanoveni sérovych hladin pfislusnych
proteinovych produktl byly shromazdény vzorky krve a sér pacientd s AA amyloidézou,
pacientt s RA a zdravych kontrol.

Soubor pacientd s AA amyloidézou byl tvofen 43 pacienty (21 muzu, 22 Zen) s histologicky
ovéfenou diagndzou (pfevazné z renalni biopsie, méné casto z rektalni biopsie). Primérny
vék ve skupiné byl 55,4 let (20-82 let). Primérna doba trvani primarniho onemocnéni
(pocCitano u nemocnych, u kterych bylo primarni onemocnéni znamé vcéetné pfiblizné délky
jeho trvani) byla 19,6 let (9,9 let). V dobé diagnézy nemélo zadnou l|écbu zakladniho
onemocnéni 25% pacientl. Dle ovéfenych informaci zemielo 18,6% pacientl, v prGméru
po 15 mésicich (4-47 mésicll) od stanoveni diagnézy AA amyloidézy.

Skupina pacientd s RA byla tvofena 50 pacienty (13 muzd, 37 Zen) s primérnym vékem 60,6
let (34-86 let). Specifickou 1éEbu RA mélo 74% pacient(.

Kontrolni skupina byla tvofena 100 zdravymi dobrovolniky (bez chronickych zanétlivych

onemocnéni), pramérného véku 48,3 let (27-83 let), z toho Zen bylo 56.

Metodika

Vzorky krve byly odebirany za bazalnich podminek, t.j. rano nalacno. DNA byla izolovana
na izola¢ni lince QlAcube firmy QIAGEN a nasledné skladovana pfi +4°C. Séra byla
skladovana pfi -80°C.

VySetfeni polymorfism( probihalo nasledovné: zkoumana ¢ast viakna DNA byla namnozena
za pouziti polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction - PCR). Roztok
pro jednotlivé reakce obsahoval: 38 ul vody (aqua pro injectione), 5 pl pufru (Tris-HCI
s obsahem siranu amonného), 3-4 ul roztoku chloridu hofe&natého, 1 ul roztoku obsahujiciho
jednotlivé nukleotidy. Roztok obsahujici oligonukleotidové primery se pfidaval v mnozstvi
0,5 ul, vzorek zkoumané DNA v mnozstvi 1 pl a polymeraza v mnozstvi 1,2 pl. Byly pouzity
nasledujici primery od firmy Generi Biotech: *465A8 SAA1R 20-mer 5-TGC CCA AAG AAT
CTC TGG AT-3’, *465A7 SAA1F 20-mer 5-ATG ATG CTG CCA AAA GGG GA-3’, *449S1
MCP1R 20-mer 5-CTG CTT TGC TTG TGC CTC TT-3’, *449S0 MCP1F 20-mer 5°-CCG
AGA TGT TCC CAG CAC AG-3’, *449S3 MIP1AR 27-mer 5-TCA GTG GTT AAA AAA AGC
AAG ATA CGA-3’, *449S2 MIP1AF 26-mer 5°-TGT ATT TTT TTC CAT GCT TAG GGT TG-
3". Pro pouziti byly primery nafedéné na koncentraci 100 pmol/ ul dle pokynu dodavatele.
Jako polymeraza byla pouzita rekombinantni Taq DNA polymeraza dodavana firmou
Fermentas (koncentrace 1u/ul, zdroj buriky Escherichia colli nesouci klonovany pol gen

z Thermus aquaticus, #EP0404). Tato polymeraza je vysoce termostabilni, polo¢as enzymu je
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vice nez 40 minut pfi teploté 95°C. Katalyzuje syntézu DNA 5 —3°. Jedna se o obecné
nejvice pouzivanou polymerazu pro PCR. Pribéh reakce byl nasledujici: uvodni denaturace
5 minut pfi teploté 95°C, poté 30-sekundové cykly denaturace (95°C), anelace — nasedani
primerl na viakna DNA (48-60°C) a elongace — prodluzovani primerd (72°C), které se
opakovaly 35 — 45-x, s naslednou 5-minutovou zavérecnou elongaci.

V pfipadé genu pro SAA1 a MCP-1 se jednalo o polymorfismy v délce restrikénich fragment(
(restriction fragments length polymorphisms - RFLP). PouZité byly restriktazy firmy
Fermentas: Bcll (koncentrace 10u/ul, zdroj Bacillus caldolyticus, #ER0721) a BshNI
(koncentrace 10u/ul, zdroj Bacillus sphaericus, #ER1001) pro SAA1 a Pwull (koncentrace
10u/ul, zdroj Proteus vulgaris, #ER0631) pro MCP-1. Namnozena viakna DNA byla
inkubovana s pfislusnymi restriktazami pfi teplot¢ 37°C po dobu 16 hodin. Nasledna
vizualizace spocivala v obarveni PCR-produktu za pouziti barviva s pfidavkem ethidium
bromidu (5 pl roztoku namnozené DNA a 3 pl barvy), naneseni na 2%-ni agar6zu a provedeni
elektroforézy (30 minut). V pfipadé polymorfismu genu MIP-1a (rozdil v po¢tu mikrosatelitnich
repetic) byly namnozené useky DNA obarvené a pfimo vizualizované vertikalni elektroforézou
na 6%-nim polyakrylamidovém gelu ( 4-6 hodin).

Sérové koncentrace SAA, MCP-1 a MIP-1a. byly stanoveny metodou ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) za pouZiti kitd dodavanych firmou Biosource Int. Vzorky byly

stanovovany v doubletech podle postupt doporu¢enych dodavatelem.

Statistické zpracovani

Vysledky jsou uvadény v procentech — v pfipadé zastoupeni jednotlivych genotypu, resp.
jako median, minimum a maximum v pfipadé sérovych hladin. Vyhodnoceni bylo provedeno
pomoci Kruskal-Wallisova testu a x? testu. K posouzeni vztahti mezi jednotlivymi parametry
byl stanovovan korelacni koeficient dle Spearmana. Rozdily byly povazovany za statisticky

vyznamné, pokud p<0,05.

VYSLEDKY

U skupiny nemocnych s AA amyloidézou bylo nalezeno signifikantné vysSi zastoupeni
genotypu 1.1/1.1 pro SAA 1 ve srovnani se skupinou nemocnych s RA i se skupinou zdravych
kontrol (p<0,001). Statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni dalSich genotypl nalezeny
nebyly. Stejné tak se neliSilo zastoupeni genotypu 1.1/1.1 (ani ostatnich) mezi nemocnymi
s RA a kontrolni skupinou. U dalSich zkoumanych genotypt (MCP-1, MIP-1a) nebyl v jejich
zastoupeni nalezen vyznamny rozdil napfi¢ vSemi skupinami.

Sérové koncentrace SAA byly statisticky vyznamné vysSi jednak ve skupiné nemocnych s AA

amyloidézou, jednak i ve skupiné nemocnych s RA ve srovnani se zdravymi kontrolami
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(p<0,001). Mezi skupinami AA a RA nebyl nalezen vyznamny rozdil. Ve skupin& nemocnych
s AA amyloidézou bylo dale zjisténo, Ze pacienti s genotypem ,non1.1* (1.2/1.2, 1.3/1.3) maji
ve srovnani s pacienty s genotypem 1.1/1.1 signifikantné vyS$si hladiny SAA (p<0,05) —
nicmeéné toto zjiSténi je tfeba hodnotit s velkou opatrnosti vzhledem k dost malému poctu
nemocnych s pfislusnymi genotypy v naSem souboru (byli pouze tfi).

Dale se vyznamné (p<0,05) liSila sérova koncentrace MCP-1 ve skupiné nemocnych s AA
amyloidézou (byla vyssi) proti skupiné s RA.

V pfipadé sérové koncentrace MIP-1a byly rozdily nepfili§ daleko od hodnoty statistické
vyznamnosti (p=0,1), nicméné pfi pohledu na hodnoty sérovych koncentraci MIP-1a je patrné,
Ze je vyznamny rozdil mezi skupinami nemocnych (kde jsou hladiny vys$i) a zdravymi
kontrolami. To, Ze tento rozdil neni statisticky vyznamny, je dano nejspiSe velkym rozptylem
naméfenych hodnot v pomérné malém souboru nemocnych. Ve skupiné€ nemocnych s AA
amyloidézou byly dale zkoumany i vztahy mezi zastoupenim jednotlivych genotypu vSech
vySetfovanych genu a hodnotami sérovych koncentraci kreatininu, C-reaktivniho proteinu

a téz vysi proteinurie, ale nebyla mezi nimi nalezena zadna statisticky signifikantni zavislost.

DISKUSE

PFi stanovovani polymorfismi SAA1 bylo v naSem souboru nemocnych s AA amyloiddzou
prokazano podstatné vétsi zastoupeni homozygotu 1.1/1.1. Toto zjiSténi potvrzuje nalezy
zjinych publikaci, které byly vysledkem vySetfovani provedenych v kavkazské populaci
nemocnych s AA amyloidézou (Booth et al. 1998, Yamada 2003) ©®"*?. Naopak v japonské
populaci pacientl je zastoupeni alely 1.1 vyrazné niz§i a ma naopak spiSe protektivni vliv
na rozvoj AA amyloidézy (Moriguchi et al. 1999, Yamada et al. 1999) ©*3)) P¥itomnost alely
1.3 u japonské populace nemocnych s RA byla vyhodnocena jako rizikovy faktor pro rozvoj
AA amyloidézy (Baba 1995, Nakamura 2003) “**®). Dle jiné japonské studie (Nakamura
2005)“") je navic tato alela, a obzvlasté pak homozygocie 1.3/1.3, univariantnim prediktorem
prezivani. Zatim nebylo podano jednoznacéné vysvétleni téchto demografickych rozdila.

V nasi praci nebylo mozné spolehlivé zhodnotit, zda je rozdil v pfezivani nemocnych
v zavislosti na pfitomnosti alely SAA 1.1 resp. 1.3 s ohledem na velmi malé zastoupeni
genotypu ,non 1.1% Nicméné by bylo jisté velmi zajimavé provést toto pozorovani na vétsi
skupiné nemocnych s AA amyloidézou (coz by v naSich podminkach vyzadovalo nejspiSe
shroméazdéni udajii o pacientech z celé CR a pfipadné ze zahrani&i). Nase vysledky nicméné
potvrzuji, Zze v kavkazské populaci je vyskyt genotypu 1.1/1.1 u pacientd s AA amyloidézou
vyznamné vySSi nejen proti zdravé populaci, ale i ve srovnani s nemocnymi s RA (jakozto
nejCastéjSim zakladnim onemocnénim predisponujicim ke vzniku AA amyloidézy). Lze tedy

pfedpokladat, Ze tento genotyp by mohl byt rizikovym faktorem pro rozvoj AA amyloidézy
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minimalné u Ceské, ale pravdépodobné i v ramci kavkazské populace. Nase prace je prvni,
ktera sledovala vyskyt tohoto rizikového genotypu i u nemocnych s RA. Doposud se studie
na kavkazské populaci zabyvaly pouze konstatovanim, Zze genotyp 1.1/1.1 je Casté&jsi
u nemocnych s AA amyloid6zou a zmapovani frekvence vyskytu tohoto genotypu u pacient(
s RA chybélo. S ohledem na vySe zminénou hypotézu o potencialni rizikovosti genotypu
1.1/1.1 by si tato zasluhovala dalSi vyzkum s vétSim souborem pacientl a rozSifenim
vySetfeni i na dalSi rizikové skupiny nemocnych (napf. nemocné s nespecifickymi stfevnimi
zanéty Ci chronickym infekénim fokusem). Vliv genotypu by mohl hrat zasadni roli pfi vzniku
AA amyloiddzy uz i proto, Zze nebyl asociovan v vys$Simi sérovymi hladinami SAA (spiSe
naopak). Onemocnéni u téchto jedincu tedy vzniklo, i kdyZ nebyli vystaveni vy$Sim hladinam
prekurzoru v porovnani s ostatnimi genotypy.

Sérové koncentrace SAA byly statisticky vyznamné vysSi jak ve skupiné nemocnych s AA
amyloidézou, tak i ve skupiné pacientl s RA v porovnani se zdravou populaci. Toto zjisténi
koreluje se znamou patofyziologickou podstatou AA amyloidézy i RA, a neni tedy nijak
prekvapivé. V souladu s literarnimi daty je i nami zjiSténa vySe sérové koncentrace SAA
v pfipadé pfitomnosti haplotypu 1.2 (1.5), kdy u jediného nemocného v nasem souboru byla
tato hodnota druha nejvyssi, pfestoze se jednalo o pacienta, u kterého nebylo nalezeno zadné
vyvolavajici onemocnéni pres extenzivni vySetiovani. Prace van der Hilsta uvefejnéna v roce
2008 prezentuje vysledky potvrzujici zhorSenou degradaci SAA matrix-metaloproteinazou 1
u nemocnych s haplotypem 1.2 (1.5), &imz vysvétluje i vy$si sérové hladiny SAA“®),

V pfipadé genotypd MCP-1 a MIP-1a nebyl mezi nami zkoumanymi skupinami nalezen
statisticky vyznamny rozdil v jejich zastoupeni. Tento nalez koresponduje s dostupnymi
literarnimi udaji ®®, kde bylo popisovano srovnatelné zastoupeni alel mezi nemocnymi s RA
a zdravymi kontrolami u MCP-1 polymorfismu -2518 A to G. Dle nasich védomosti dosud tyto
polymorfismy (jak vgenu pro MCP-1, tak i vgenu pro MIP-1a) u nemocnych s AA
amyloidézou vySetfovany nebyly. Tim spiSe zasluhuje pozornost nalez nami zjiténych
statisticky vyznamné vyssich sérovych koncentraci MCP-1 u nemocnych s AA amyloidézou
proti nemocnym s RA. Taktéz dle nasich vysledkd byly vy$si hladiny MIP-1a u nemocnych
s AA amyloidézou, ale i RA ve srovnani se zdravymi kontrolami, ovdem pouze statisticky
nevyznamné (p=0,1). V literatufe se uvadi vyskyt vyssi hladiny MCP-1 u nemocnych s RA
ve srovnani s jinymi druhy artritid ?®. TéZ se uvadi vyskyt vy$sich hladin MIP-1a u nemocnych

2% 3 ohledem na rozmanité

s RA proti jinym druhim artritidy, ale pouze v synovialni tekutiné
funkce chemokinll v patogenezi riznych zanétlivych onemocnéni Ize pomyslet i na mozny vliv
na rozvoj a pribéh AA amyloidézy. Nalez presvédcivé vysokych hladin MCP-1 u nemocnych
s AA amyloiddzou je o to vice zajimavy, Ze je znamy fakt, ze pfi formovani depozit amyloidu
hraji dominantni roli makrofagy, uvnitf kterych dochazi k degradaci prekurzort na fibrily, a zde

bychom tedy pfedpokladali spiSe zvySeni koncentrace MIP-1a. Role monocytu pfi formovani
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amyloidovych depozit neni popsana zcela jednoznacné, i kdyz jsou experimentalni prace,
které dokladaji zhorSenou degradaci SAA v monocytech vlivem nékterych prozanétlivych
cytokind in vitro ") a Ize predpokladat jejich potencialni podil na rozvoji AA amyloidézy. Bylo
by zajimavé ovéfit si toto zjiSténi na vétSim souboru nemocnych a také prozkoumat, zda
zvySeni MCP-1 v séru je doprovazeno i vysSi koncentraci monocytld v séru a pfipadné
zvySenym monocytarnim infiltratem v postizené tkani ledviny. Pro ovéfeni této hypotézy by

vSak bylo nutné proveést dalSi vyzkum

ZAVERY

1. Dle naSich predpokladl byla v nasem souboru vySetfovanych nalezena vyznamna pfevaha
homozygotu 1.1/1.1 v polymorfismu vexonu 3 genu pro SAA1 mezi nemocnymi s AA
amyloidézou. Rozdil byl statisticky vyznamny nejen ve srovnani se zdravymi kontrolami,
ale i ve srovnani se skupinou RA. Na zakladé téchto nalez(i se Ize domnivat, Ze v pfipadé
polymorfismG v exonu 3 genu pro SAA 1 C2995T a C3010T je homozygocie pro haplotyp 1.1
rizikovym faktorem pro rozvoj AA amyloidézy v kavkazské populaci.

2. Sérové koncentrace SAA byly dle oCekavani zvySené jak ve skupiné nemocnych s AA
amyloidézou, tak ve skupiné nemocnych s RA. NaSe vysledky koresponduji i s literarnimi
udaji o zavislosti vySe sérové koncentrace SAA na druhu haplotypu (u vySe zminéného
genotypu ,non1.1“ genu pro SAA 1 jsme nalezli zvySené hladiny SAA). Tyto rozdily
v plasmatickych koncentracich nicméné byly statisticky nevyznamné s ohledem na velmi
nizky vyskyt tohoto genotypu v souboru a tim na maly pocet vySetfenych nemocnych.

3. Zastoupeni jednotlivych alel nami zkoumanych polymorfismd v genech pro MCP-1
a MIP-1a se nelisi u pacientd s RA nebo AA amyloidézou od zdravé populace.

4. V naSem souboru vySetfovanych nemocnych byly nalezeny signifikantné vysSi sérové
koncentrace MCP-1 ve skupiné s AA amyloidézou proti skupiné s RA. Tento nalez nekoreluje
s zadnym z dalSich vySetfovanych parametri a také na toto téma neexistuji zadné dostupné
literarni Gdaje. K jeho potvrzeni by bylo potfeba dalSiho vyzkumu s vétS§im pocétem pacientu.
SoucCasné by bylo zajimavé provést korelaci zvySené plasmatické koncentrace MCP-1
na pocet monocytl v periferni krvi, coz bychom radi do budoucna rovnéz zahrnuli do naseho
dal§iho vyzkumu.

5. V nasi praci bychom radi pokracovali a kromé prozkoumani vSech nasich nalez( na vétsich
skupinach nemocnych planujeme rozSifit nasSe obzory o dalSi polymorfismy, napf.
polymorfismus v promotoru genu pro SAA 1 v pozici -13, ktery by mohl mit dle studie

Moriguchiho z roku 2001 jesté silnéjSi vliv na rozvoj amyloidézy nez polymorfismy v exonu 3.
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