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amyloid6z riznymi metodami a ptistupy. Experimentalni ¢ast je zaméfena na typizaci

amyloidnich depozit v FFPE tkanovych vzorcich pomoci metod laserové mikrodisekce

a hmotnostni spektrometrie.



BIBLIOGRAPHICAL IDENTIFICATION

Author’s first name and surname

Title

Type of thesis

Department

Supervisor
Year of presentation

Keywords
Number of pages

Number of appendices

Languages

SUMMARY

Jana Vyroubalova

Subtyping of amyloid deposits by mass
spectrometry

bachelor

Department of Cell Biology and Genetics, Faculty
of Science, Palacky University, Olomouc

Mgr. Dusan Holub, Ph.D.

2020

amyloid, amyloidosis, laser microdissection, mass
spectrometry

48

0

Czech

This bachelor thesis focuses on a group of diseases called amyloidosis and on methods

of typing amyloidosis using different approaches. Theoretical part of this thesis deals

with characterisation and nomenclature of amyloidosis. Furthermore pathogenesis,

symptoms and treatment are described. Special attention is paid to the methods of typing

amyloidosis, particularly immunohistochemistry and proteomics. Experimental part

describes the process of typing amyloid deposits in formalin fixed paraffin embedded

tissues using laser microdissection and mass spectrometry as well as data processing.



ProhlaSuji, ze jsem tuto bakalatskou praci vypracovala samostatné za pouziti uvedenych

literarnich zdroji pod odbornym vedenim Mgr. Dusana Holuba, Ph.D.

V Olomoucidne ..........ccoovviiiiinnnnnn. Podpis ..ocovvviiii



Chtéla bych podékovat Mgr. Dusanu Holubovi, Ph.D., za odborné vedeni mé bakalarské
prace. Dékuji mu za pomoc Vv laboratofi a pii vypracovavani prace, za jeho trpélivost
a cenné¢ rady. Dale bych rada pod¢kovala mé rodiné¢ a pratelim za jejich podporu

a pomoc.



L UVOD et 1
2 CILE PRACE ..oiiiiiiiiiie s 2
3 LITERARNI PREHLED ......cooviiiiiiiiiiiniiesieseies e 3
3.1 AMYLOIDOZA ..ottt 3
311 CharakteriStiKa .........cccoiiveiiiie s 3
312 HISOMIE ..t 4
3.1.3  Kilasifikace a NOMENKIALUIA. .........ccoirviiiiiiieic e 4
314 PAOGENEZE ...ttt 6
315 SYMPIOMY o s 7
316 LECDA....iiiiiiciiccc 8

3.2 METODY PRUKAZU AMYLOIDU .....oovtriiirirnririnriesisessissssisessssesesene 9
3.2.1  Barveni Kongo Cerveni.......cccooiiiiiiiiiiiiie e 9
3.2.2  IMUNONIStOCNEMIE......coiiiiiiicie e 10
3.2.3  Elektronova mikroSKOPI€ ........ccovveiiiiiiiiiiiiicsesece e 11
3.24  Proteomickd analyza ..........cccoceiiiiiiiiiiciieee e 12

4  MATERIAL A METODY .....ovoiiiiiieeeeeeeeeeseteseesees s sesessessesses s sessessessesasnanneanes 14
4.1  Biologicky mMateril........ccooiiiiiiiiiiiii e 14
4.2 Pouzité chemikélie, soupravy a roZtoKy........cccoeviiiiiiiiiiiiiiici s 15
4.3  Seznam pouzitych pristrojil @ zafizeni ..........cccovvvviiiiiiiiii i 15
4.4  Pouzité experimentalni metody a vyhodnocovaci postupy .........ccecevveiiiecnnns 16
441  Zpracovani tkanovych vzorkll (FFPE).......c.ccccoiiiiiiii 16
4.4.2  Laserova MiKrodiSEKCe ......ccouiiriiriiiiiiiiiieriie e 16
4.4.3  Postup zpracovani mikrodisekovaného vzorku ...........ccccevirieniiiiiiinnnn, 17
4.4.4  Purifikace peptidll.......ccccooveriiiiiiiiecie e 17
445  LC-MS/MS QNALYZA ......ooiiiiiiiiiiiieiecie e 17
4.4.6  Zpracovani dat v programu MaxXQuUant...........cccoeeeriieiiiiniienie e 18
447  Vyhodnoceni dat..........cccoceiiiiiiiiiiiii 19

5 VYSLEDKY ..ottt 21
B DISKUZE ... .o 28
T ZAVER 31
8  LITERATURA ..o 32



SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

AA
AFib
AFP
AH
ALys
Alx
ALL
ApoA-IV
ApoE
ATTR
AP2M
CID

CJD
CNS
CR
Cryo-EM
EM
FFPE
FDR
GIT
GSS
iBAQ
IHC
IL-6
LFQ
LMD
LC

MS
MS/MS
m/z
PNS
PrP¢

sérovy amyloid A

fibrinogen a

amyloidni fibrilarni protein

tézky fetézec imunoglobulint
lysozym C

lehky fetézec imunoglobulini kappa
lehky fetézec imunoglobulinti lambda
apolipoprotein A-1V

apolipoprotein E

transthyretin

B2-mikroglobulin

kolizné¢  indukovana  disociace  (collision-induced

dissociation)

Creutzfeldt-Jakobova choroba

centrdlni nervova soustava

kongo Cerven

kryogenni elektronova mikroskopie
elektronova mikroskopie

tkan fixovana ve formalinu a zalita do parafinu
false discovery rate

gastrointestinalni trakt
Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrom
intensity based absolute quantification
imunohistochemie

interleukin 6

label free kvantifikace

laserova mikrodisekce

kapalinova chromatografie

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
pomér hmotnosti a naboje

periferni nervova soustava

helikalni izoforma prionového proteinu

Vi



PrPsc
SAP

SEM
TEM
TNF
UAS

infek¢ni izoforma prionového proteinu
sérovy amyloidovy P protein
skenovaci elektronova mikroskopie
transmisni elektronova mikroskopie
tumor nekrotizujici faktor

universal amyloid signature

vii



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Symptomy u pacientil s diagnostikovanou AL amyloidézou — modfiny

Vv oblasti o¢i (vlevo), makroglosie (vpravo) (pievzato z Falk et al., 2016)...........c............ 8

Obrazek 2: (A) Barveni amyloidniho depozita kongo Cerveni, svételny mikroskop
(Z = 400x). (B) Typicky zeleny dvojlom amyloidniho depozita barveného kongo Cerveni
pfi pozorovani v polarizovaném svétle (Z = 400x) (pfevzato: Mollee et al., 2014). ....... 10

Obrazek 3: AL amyloid vizualizovany pomoci zlatych nanoc¢éstic (cryo-EM; méfitko

50 nm) (pievzato: Cendrowska et al., 2020)........ceieiiiiiiiiiiiinieiee e 12

Obrazek 4: Rez tkand zrekta s depozity amyloidu obarvenymi do &ervena
a oznacenymi Sipkami. Tkan je podbarevna modie. Méfitko = 500 pm. (Foto: Ing. Mgr.
IVO UDBEIAIL, PNLD.). .ottt 21

viii



SEZNAM GRAFU

Graf 1: Relativni proteinova abundance ziskana analyzou tkané z rekta pacienta ¢. 1.
Proteiny jsou rozdé€leny do tii skupin: vSechny proteiny ve vzorku (100 %), neamyloidni
proteiny (75,27 %) a amyloidni proteiny (24,73 %). Amyloidni proteiny jsou dale
rozdéleny do dvou podskupin: amyloidni fibrilarni proteiny (modra) a s amyloidem

asS0CIOVANE ProOtEINY (OTANZOVA). ..eivreveireesieeieiseesseessesseesseessesseesseesesseesseassesseesseassesseessenns 23

Graf 2: Relativni zastoupeni péti nejvice abundantnich amyloidnich fibrilarnich
proteind u pacienta ¢. 1 ve tkanovém vzorku z rekta (biologicky replikat ¢. 1). Nejvice
zastoupeny amyloidni fibrildrni protein tvoii 77 % relativni proteinové abundance ve
skupiné amyloidnich fibrilarni proteinti, Ig lambda-1 chain C region je v tomto pfipadé¢

typizujicim proteinem pro AL amyloidOzu.........ccccooiveiiiiiiiniiiiii e 23

Graf 3: Proteiny vzestupné sefazené dle intenzity u vzorku z rekta pacienta ¢. 1.

Amyloidni proteiny jsou znaeny oranzove a neamyloidni jsou znaceny Sedg................ 24

Graf 4: Graf kumulativni Cetnosti proteinové abundance zobrazuje postupné nas¢itanou
cetnost jednotlivych vzestupné usporadanych hodnot relativnich proteinovych abundanci
— zobrazuje miru ptispévku kazdého jednotlivého proteinu k celkové abundanci proteint
ve vzorku z rekta pacienta €. 1. Amyloidni proteiny jsou oznaceny oranzove

a neamyloidni proteiny jsou 0znaceny Sede..........ccooiiiiiiiiiiiiiiii 24



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Amyloidni fibrilarni proteiny a jejich prekurzorové proteiny u ¢lovéka

(Benson et al., 2018).....cc.oiiiiieieeiiesieeie e et be e nre s 5
Tabulka 2: Seznam vySetfovanych FFPE tkanovych vzorkll. ..........cccocvevviieiieeieiiiennnn, 14

Tabulka 3: Informace 0 mikrodisekované FFPE tkani odebrané z rekta u pacienta ¢. 1.

Tabulka 4: Vysledky typizace amyloidu u FFPE vzorkd na zakladé proteomické
ANALYZY . .ttt E e bt b e e e 25

Tabulka 5: Porovnani parametri P-skore a D-skore, AFP, UAS a celkového zatizeni

amyloidem u 3 skupin vzorkt — typizovanych CR+, netypizovanych CR+ a CR— vzorkd.

Tabulka 6: Porovnani vybranych parametri u mikrodisekovanych CR+ tkani a CR—
FFPE tKANL. ..ttt ettt 27



1 UVOD

Amyloidozy tvori skupinu onemocnéni, jez je obecné spojovana S ukladanim nerozpustnych
amyloidnich fibrilarnich proteinti (tzv. amyloidl) v extracelularnim prostoru tkani v lidském
téle. Toto ukladani vede K postupnym zménam mikroprostiedi, k destrukci tkané v okoli
depozita, k poskozeni funkce zasazeného organu a Vv nékterych piipadech az K jeho selhani.
Dnes je znamo 36 amyloidnich proteint, které jsou zodpovédné za vznik riznych typa
amyloiddéz. Protoze je 1éCba velmi specificka, je nutné spravné identifikovat prekurzorovy

amyloidni fibrilarni protein zptisobujici onemocnéni.

Diagnostika amyloid6z zahrnuje histologicky prikaz amyloidu ve tkani barvenim tkanového
fezu kongo cCerveni. V bézné klinické praxi se samotnd typizace amyloidu provadi
imunohistochemickou analyzou, kterda ma ovSem nékolik nedostatku, tykajicich se pfedevsim
citlivosti a specifity zvolenych protilatek. Nejpokrocilejsi technikou je proteomicka analyza,
ktera jednak umoznuje piimou identifikaci amyloidniho proteinu ve vzorku, jednak je citliva

a presna. Typizace je pak zaloZena na stanoveni nejvice abundantniho amyloidniho proteinu.

V ramci experimentalni Casti této bakalafské prace byly typizovany amyloidni fibrilarni
proteiny z fezi formalinem fixovanych tkani zalitych do parafinu (FFPE) pomoci laserové

mikrodisekce a tandemové hmotnostni spektrometrie (LMD-LC-MS/MS).



2 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti bakalarské prace bylo vypracovani literarni reSerSe o amyloiddzach,

amyloidnich proteinech a metodach jejich prokazovani.

Cilem praktické ¢asti bylo zpracovani 24 FFPE tkanovych vzork s amyloidnimi depozity
pomoci laserové mikrodisekce a tandemové hmotnostni spektrometrie. A z takto ziskanych
dat identifikovat a najit nejvice abundantni amyloidni fibrilarni protein, ktery uréuje typ

amyloidniho depozita v daném vzorku.



3 LITERARNi PREHLED
3.1 AMYLOIDOZA

3.1.1 Charakteristika

Amyloidozy jsou heterogenni skupinou onemocnéni, ktera jsou obecné spojovana
s ukladdanim nerozpustnych amyloidnich fibril v lidském téle a také Vv télech riiznych
obratlovcu (Benson et al., 2018). Extracelularni ukladani riznych typi amyloidnich proteint
do tkani vede K postupnym zménam V okoli depozita a K destrukci tkani. Timto dochazi
Vv pribéhu ¢asu k poskozeni funkei organi a v nékterych ptipadech i k jejich selhani (Pepys,
2014). Mezi nejcastéji poskozené organy patii srdce, ledviny, jatra a periferni nervovy systém

(Brambilla et al., 2013).

Proteinové komponenty depozit jsou specifické a jsou vytvafeny pfirozené rozpustnymi
monomernimi proteiny, které jsou pfeménovany v patologické fibrilarni formy, k cemuz
dochazi napf. na zakladé genovych mutaci (Pepys et al., 2014). Proteiny v depozitech
polymerizuji a vytvaieji nerozpustné amyloidni fibrily, které maji konformaci f-skladaného
listu (Theis et al., 2013). Samotné skladani, které vede k vytvoteni téchto fibril, ale neni
doposud plné¢ pochopeno (Merlini, 2011). Tyto amyloidni fibrily jsou pevné a nevétvené

proteinové struktury s primérem okolo 10 nm (Pepys, 2006; Eanes et Glenner 1968).

Amyloidozy se dle mista vyskytu déli na dvé formy, systémové a lokalizované. Depozita
vytvarejici se v jednom organu, ktera maji tedy pouze jedno misto vyskytu, fadime do formy
lokalizované. Zatimco depozita v riznych organech a tkanich, ktera se vyskytuji na vice
mistech soucasné, fadime do formy systémové (Hazenberg, 2013). Klasifikace amyloid6z se
opira o prokazani prekurzorového amyloidniho fibrilarniho proteinu. Dosud bylo
identifikovano 36 takovych proteind u lidi a dalsich 10 u obratlovct (Benson et al., 2018).
Existuje mnoho druhii syst¢émovych amyloidoz, ale ¢tyfi z nich se vyskytuji Castéji nez ostatni
— dohromady ptedstavuji 90 % vsech piipadl amyloiddz. Jednd se 0 AA, ATTR, ALk a ALA
amyloidézu (Vrana et al., 2009).

Depozita nejsou vytvafena pouze ze samotnych amyloidnich proteinti, ale obsahuji dalsi
komponenty, ptredev§im proteoglykany, glykosaminoglykany a lipoproteiny. Mezi ty
Snejvyssim  vyskytem patii sérovy amyloid P (SAP), apolipoprotein E (ApoE)
a apolipoprotein A-1V (ApoA-1V) (Flodrova et al., 2018).



3.1.2 Historie

Termin ,,amyloid“ byl poprvé predstaven v roce 1854 némeckym Ilékafem Rudolfem
Virchowem. Tento nazev Virchow navrhl proto, Zze barveni amyloidni tkan¢ jodem mélo
podobny vysledek jako barveni Skrobu (Sipe et Cohen, 2000). Na zakladé této reakce pak
pojmenoval strukturu jako amyloid, tedy ,Skrobu se podobajici“ (z feckého amylon
a latinského amylum, v piekladu znamenajici Skrob) (Benson et al., 2018). V roce 1859 vsak
bylo prokazano, ze se nejedna o skrob, nybrz o proteinovou strukturu, ndzev ovSem zménén

nebyl (Sipe et Cohen, 2000).

Velmi dilezitym krokem byl objev specifického barveni amyloidnich proteinti kongo ¢ervent,
jehoz autorem byl Hans Bennhold v roce 1922 (Bennhold, 1922). Na jeho praci navazali
v roce 1927 Paul Divry a Marcel Florkin objevem charakteristické zelené barvy amyloidni
tkané barvené kongo Cerveni pii ozareni polarizujicim svétlem, coz dale prohloubilo studium
amyloidi (Divry et Florkin, 1927). V roce 1959 byla pomoci elektronové mikroskopie
objevena fibrilarni struktura amyloidli Alanem Cohenem a Evanem Calkinsem (Hazenberg,
2013; Kyle et al., 2001). Dalsim vyznamnym krokem byl popis struktury g-skladaného listu
samotnych amyloidnich fibril Georgem Glennerem v roce 1968 (Eanes et Glenner, 1968).

Pozdéji doslo k rozvoji detekce amyloidi pomoci protilatek, coZ je v dneSni dobé nejbézné;si
zpusob ureni typu amyloidézy (Linke, 2012). Dnes vSak také dochazi k implementaci
proteomickych metod — Konkrétné se jedna o pouziti laserové mikrodisekce (LMD)
nasledované analyzou pomoci tandemové hmotnosti spektrometrie (LC-MS/MS). Zminéna
metoda je schopna pfesné identifikovat amyloidni prekurzorovy protein za vyuZziti malého

mnozstvi tkané (Klein et al., 2011).

3.1.3 Kilasifikace a nomenklatura

Od roku 1974 jsou publikovany smérnice tykajici se nazvoslovi amyloidi a amyloidéz. Tuto
nomenklaturu zaStituje vybor z Mezinarodni spole¢nosti pro amyloidézu (International
Society of Amyloidosis, ISA), ktera vydava nové smeérnice piiblizné kazdé dva roky
(Sipe et al., 2016).

Nomenklatura amyloidéz je odvozena od amyloidnich prekurzorovych proteint. Skutecnost,

ze se jedna o amyloidni protein, je V nazvu znacena pismenem A, za kterym nasleduje zkratka



konkrétniho prekurzorového proteinu. Jako piiklad je mozné uvést amyloidézu odvozenou
z lehkych fetézct imunoglobulinu, tedy AL amyloidézu, nebo ATTR amyloidézu zptisobenou
transthyretinem. Samotné oznafeni AL a ATTR popisuje protein zpusobujici onemocnéni
(viz Tabulka 1) (Benson et al., 2018).

Mutantni varianta amyloidniho proteinu se zna¢i na zakladé delece nebo substituce
na proteinu, napi. ATTRV30M nebo ALysIS6T. Ackoli se doporucuje pouziti
ttipismenkového kdédu pro aminokyseliny, jednopismenkovy koéd je téz akceptovan

(Sipe et al., 2016).

Tabulka 1: Amyloidni fibrilarni proteiny a jejich prekurzorové proteiny u ¢lovéka (Benson et al., 2018).

Amyloidni , . Systémova (S) Ziskana (Z) - z
protein Prekurzorovy protein /lokalizovana (L)  /dédi¢na (D) Cilové organy
Lehké fetézce Vsechny organy mimo
AL imunoglobulind SL z Db CNS
Tézke tetézce Vsechny organy mimo
AH imunoglobulint S z CNS
AA Sérovy amyloid A S z X;f;hny organy mimo
. Srdce hlavné u muzi
* ]
ATTR Tranthyretin, wt S z plice, ligamenta
Trantyretin, vartianty S D PNS, ANS, srdce, o¢i
Ap2M B2-mikroglobulin, wt S z Pohybovy systém
B2-microglobulin, varianty S D ANS
AApOAI Apgllpoproteln Al S D Srdce, jatra, led\ollvny, PNS,
varianty varlata, hrtan, kiize
AApoAll Apgllpoproteln All, S Ledviny
varianty
AApoAIV  Apolipoprotein IV, wt S Z Ledviny (dfen)
AApoClI Apgllpoproteln ci. S Ledviny
varianty
AApoCIII Apgllpoproteln ci, S D Ledviny
varianty
AGel Gelsolin, varianty S D PNS, rohovka
ALys Lysozym, variany S D Ledviny
Leukocytarni .
ALECT2 chemotakticky faktor-2 S z Ledviny
AFib Fibrinogen a, varianty S D Ledviny
ACys Cystatin C, varianty S D PNS, ktize
ABFi AB_rI proteinovy prekurzor, S D CNS
varianty
ADan ADan proteinovy L D CNS
prekurzor, varianty
AP proteinovy prekurzor, L 7 CNS
AB wteoo
AB_protelnovy prekurzor, L D CNS
varianty
AoSyn a-Synocluein L z CNS
ATau Tau L z CNS
Prionovy protein, wt L Z CJD, fatalni insomnie
APrP Prionovy protein, varianty L D CJD, GSS syndrom,

fatalni insomnie




Tabulka 1: Amyloidni fibrilarni proteiny a jejich prekurzorové proteiny u ¢lovéka (Benson et al., 2018);
pokracovani

Amyloidni , . Systémova (S) Ziskana (Z) o, 7
protein Prekurzorovy protein Nlokalizovan (L)  /dédicna (D)  Cllové organy
ACal (Pro)kalcitonin L z € buiiky nddoru titné
zlazy
AIAPP Ostruvko_vy amyl_oldovy L 7 Langqhansovy ostrivky,
polypeptid (amylin) Inzulinom
AANE Atrialni natriureticky L 7 Srdecni sing
faktor
APro Prolaktin L 7 Prolak’tlnom, starnuti
hypotyzy
Alns Insulin L z Iatrogenné, v misté vpichu
ASPC Plicni surfaktant L 4 Plice
AGal7 Galektin 7 L z Kuaze
ACor Corneodesmin L Z ZrOhOV,ately epitel,
vlasové folikuly
AMed Lactahedrin L z Senilni aorta
AKer Kerato-epitelin L z Rohovka
AlLac Lactoferin L z Rohovka
AOAAP Odoptoger}lcky protein L z Odontogenni nadory
asociovany s amyloblastem
ASem1 Semenogelin 1 L z Semenné vacky
AENf Enfurvitid L Z Iatrogenné
ACatK Cathepsin K L Z Asociovan s nadory

wt* — wild type; CNS — centralni nervova soustava; PNS — periferni nervova soustava; ANS — autonomni nervovy systém;
CJD - Creutzfeldtova-Jakobova choroba; GSS — Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrom

3.1.4 Patogeneze

Amyloidézu zplsobuji proteiny, u kterych dochazi ke konformacni zméné. Z jejich ptivodni,
funk¢ni a rozpustné formy prechazeji na fibrilarni nerozpustnou formu. Jednotlivé amyloidozy

se pak lisi na zakladé¢ prekurzorového proteinu, ktery vytvaii agregat (Merlini et al., 2011).

Mechanisml vytvafeni agregatli neboli amyloidogeneze je n¢kolik. Mezi né patii genetické
mutace, které zplsobuji vétSinu dédi¢nych forem amyloidéz (napt. AApoAl, ALys a ATTR
amyloidézy) (Leung et al., 2012). Bodova mutace genu, ktery koduje prekurzorovy protein,
Casto vede k zaméné aminokyseliny a v nékterych pfipadech mtze delece vést k jeji ztrate.

V obou piipadech se vytvaii aberantni amyloidogenni protein (Westermark et al., 2015).

Amyloid se mize vytvafet z bézného proteinu. Piikladem muze byt tranthyretin a z ného
odvozena senilni amyloidoza. Mezi dalsi amyloidy tohoto typu pak patii prolaktin, kalcitonin
nebo amylin (Leung et al., 2012). Dal§im mechanismem je dosazeni kritické koncentrace
prekurzorového proteinu. Jako piiklad je mozné uvést AL amyloidozu, u které vysoka

koncentrace monoklondlnich protilatek v plazmé v disledku chronickych infekci nebo zanéth



zpusobuje agregaci lehkych fetézci imunoglobulint v depozita amyloidu (Westermark et al.,
2015; Leung et al., 2012).

Amyloidy mohou byt taktéz indukovany priony. Priony se mohou podilet na tvorb¢ amyloidu
jako infekéni agens bez obsahu nukleové kyseliny. Chovaji se jako templat pro konformaéni
pfeménu prionového proteinu (PrP¢) v nerozpustnou infekéni izoformu (PrPsc) (Leung et al.,

2012; Aguzzi, 2008).

3.1.5 Symptomy

Amyloidézy se projevuji velkou Skalou symptoml v zdvislosti na typu a lokalizaci
amyloidnich depozit. PocateCni symptomy jsou casto nespecifické, a proto je zachyceni
nemoci v¢as narocné. Mezi prvotni projevy nemoci patii zavraté, otékani kotnikt, tvorba
modfin a prijem, ale také napiiklad ztrata na vaze (Dubrey et al., 2011). Postupné dochazi
k poskozeni funkce tkani a v nékterych piipadech i k selhani zasazenych organd. Pfiznaky
jsou pak spojeny se selhanim daného organu (Mollee et al., 2014). U mladych lidi je vyskyt
amyloidéz velmi vzacny, prevalence se zvySuje po 40-50 roku zivota (Westermark et al.,
2015).

Nejcastéji se vyskytujici amyloidézou je AL amyloiddza, u které byva postizeno vice organd,
proto je také mnozstvi piiznakd u této nemoci velmi obsahlé (Falk et al., 1997). Mezi
pocateéni ptiznaky patii unava a ztrata na vaze. Pozdgjsi klinické pfiznaky se dale odvijeji od
zasazen¢ho organu. AL amyloidoza zasahuje vSechny organy kromé mozku, nejcastéji pak

srdce a ledviny (viz Tabulka 1).

Mezi symptomy spojené se zasazenim srdce patii pifiznaky selhani srdce. Vytvarejici se
depozita v srdci ovliviiuji stahovani a relaxaci srdecnich svald, coz mize vést az k zastave
srdce (Dorbala et al. 2014). AL amyloid6za zasahujici ledviny zpasobuje albuminurii v 80 %
piipadi (Kyle et Griepp, 1983) a ve vétsing pripadi je v moci pacientl také nalez lehkych
fetézct imunoglobulind, a to asi u 70 % pacientu (Ogg et al., 1981).

Pii zasazeni gastrointestinalniho traktu (GIT) mohou pacienti pocitovat predasny pocit
sytosti, zacpu nebo prujem. Zasazeni GIT je také doprovazeno malabsorpci, ktera vede
ke ztrat¢ vahy u vétSiny pacientl (Tada et al., 1994). Makroglosie neboli abnormalni zdufeni

jazyka se objevuje ve 20 % piipadi. Dalsim symptomem muze byt také vytvareni modiin (viz



Obrazek 1) v disledku ukladani amyloidu do stén kapilar, které se stavaji kiehci, a zvysuje se

tak jejich krvacivost (Leung et al., 2012).

Obrazek 1: Symptomy u pacientd s diagnostikovanou AL amyloidézou — modiiny V oblasti o¢i (vlevo),

makroglosie (vpravo) (pievzato z Falk et al., 2016).

3.16 Lécba

V soucasnosti je 1é¢ba dostupna pro vétsinu hlavnich typti amyloidoz, avsak 1é¢ba neni
univerzalni, ale je typové specificka (Pepys, 2001). Lokalni formy amyloid6z jsou léceny
pouze chirurgickymi zakroky, které odstrani postiZenou oblast. U systémovych amyloid6z ma
1é¢ba dvoji zaméfeni. Prvnim je redukce zdroje amyloidnich fibril zplisobujicich onemocnéni
a tim zabranéni tvorb¢ depozita v téle. Druhym cilem je udrzet pacienty pfi zivoté tak dlouho,
aby se projevily vysledky cile prvniho, toho je dosazeno napft. dialyzou nebo transplantaci

organu, ktery byl zasazen (Pepys, 2006).

Pro nejéastéj$i typy systémovych amyloidéz (AL a AA amyloidozy) je nejvhodnéjSim
zpusobem lécby redukce prekurzorovych fibril vytvérejicich depozita. Lécba AA amyloidozy
spo¢iva V potlaceni infekce a zanétlivych onemocnéni (Leung et al., 2012). Cilem 1écby je
snizeni produkce sérového amyloidu A (SAA) pomoci cytostatik nebo kortikosteroidd.
K dals$im metodam patii naptiklad 1écba pomoci monoklondlnich protilatek proti
cytokininim, zejména TNF a IL-6 (Okuda et al., 2013; Leung et al., 2012). U AL
amyloiddzy, kterd je ve vétSiné piipadii zpisobovana plazmoceluldrni dyskrazii, se ukazala
efektivni antimyelomova terapie. Tato terapie spociva v podavani cytostatik a transplantaci
kostni dien¢ (Westermark et al., 2015; Leung et al., 2012).



Dédicné typy amyloidéz jsou léCeny pievazné transplantaci organt, které jsou zdrojem
prekurzorovych proteinti. Nejcastéji se tento postup provadi u pacienti s ATTR amyloidézou,
u které je prekurzorovy amyloid, transthyretin, syntetizovan v jatrech (Leung et al., 2012;
Yamashita et al., 2012).

Stale se rozvijejici znalosti 0 vzniku a struktuie fibril posouvaji moznosti 1é¢by. Jejich
zameéteni je predevsim na samotné fibrily (na jejich formu pied agregaci) a na molekuly, které
S nimi asociuji. Mezi takové molekuly patii heparan sulfat (HS) nebo sérovy amyloidovy

P protein (SAP) (Westermark et al., 2015).

3.2 METODY PRUKAZU AMYLOIDU

3.2.1 Barveni kongo ¢erveni

Kongo cervenn (CR, difenyl-bis-alfa-naftylaminsulfonan sodny) je azobarvivo puvodné
zamySlené na barveni papiru a textilii. Je to toxické, pravdépodobné karcinogenni
a mutagenni barvivo (Jalandoni-Buan et al., 2010; Cooksey, 2014). V roce 1922 Hermann
Bennhold zavedl do klinické praxe barveni pomoci CR pro prikaz amyloidnich depozit ve
tkanich (Bennhold, 1922).

Barveni CR je dodnes zakladem histologického potvrzeni amyloidniho depozita ve spojeni
s mikroskopii v polarizovaném svétle. Kongo ¢erven barvi amyloidni depozitum svétle
rizovou aZ oranZovo-Cervenou barvou a vydava typicky zeleny dvojlom pifi pozorovani
Vv polarizovaném svétle (viz Obrazek 2) (Kyle, 2001; Howie et Brewer 2009). Jedna se o jednu
z vlastnosti, ktera odliSuje amyloidni fibrily od ostatnich nepatogennich fibril

(Divry et Florkin, 1927; Leung et al., 2012).

Ackoliv byly objeveny i urcité nedostatky této metody, zejména nespecifické barveni CR
(falesn€ pozitivni barveni u Spatné provedené biopsie, zavislost metody na pH atd.), je tato
metoda stale zakladem prikazu amyloidézy. Jedna se o rychlou a jednoduchou metodu, ktera

je prvnim krokem u typizace amyloid6zy (Yakupova, 2019).



Obrazek 2: (A) Barveni amyloidniho depozita kongo erveni, svételny mikroskop (Z = 400x). (B) Typicky
zeleny dvojlom amyloidniho depozita barveného kongo Cerveni pfi pozorovani v polarizovaném svétle

(Z = 400x) (pievzato: Mollee et al., 2014).

3.2.2 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je standardni metodou pro typizaci amyloidu. Jedna se o finan¢né
dostupnou a ¢asové nenaro¢nou metodu, ktera je schopna ve vétSing€ piipadt velmi tspésné
urcit typ prekurzorového proteinu ve vzorku. (Gilbertson et al., 2015). Principem identifikace
amyloidnich proteinti pomoci IHC je navazani specifickych protilatek na FFPE tkanové tfezy,
nasledované mikroskopickym vyhodnocenim. Bézn¢ testovaci sady obsahuji Ctyfi protilatky
proti ALk, ALA, AA a ATTR amyloidnim proteinim. Rozsitena sada pak obsahuje deset
protilatek (tzv. ,,amY-kit*), pomoci kterych je mozné identifikovat az osm amyloidnich

proteint (AA, ALA, ALk, AH, ATTR, AB2M, AFib a AApoAl) (Linke, 2012).
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Identifikaci protilatek je také mozné provadét pomoci fluorescencni mikroskopie. Protilatky
navazané na amyloidu jsou znacené fluoroforem, nejcastéji FITC, cehoz se vyuziva hlavné
uAL aAH amyloidoz. Alternativni metodou je vyuziti protilatek znacenych pomoci

peroxidaz (Leung et al., 2012).

Metoda ma ovSem nékolik nedostatkii — hlavnim z nich je nedostupnost protilatek proti méné
Castym typum amyloidéz. Citlivost a specifita protilatek jsou taktéz problémem, protoze
prekurzorové proteiny casto nesou genetické mutace nebo jsou konformacné zménény tak, ze
se protilatka nenavaze. Protilatky jsou cilené proti nemutovanym formam proteinu, z tohoto
divodu mohou u mutovanych forem vykazovat nizsi afinitu. To piedstavuje komplikaci
zejména u AL amyloiddzy, jelikoz se prekurzorovy protein vyznacuje nejvetsi variabilitou
(Leung et al., 2012). Dalsi komplikaci muze byt také kontaminace proteiny z krve, ktera mtize

vést k nespecifickému nasedani (Lavatelli et Vrana, 2011).

3.2.3 Elektronova mikroskopie

Dalsi metodou typizace amyloidi je elektronova mikroskopie (EM), kterd je prozatim
vyuzivana predevSim ve vyzkumu. Mezi vyhody EM patii zejména presnd lokalizace
amyloidniho proteinu v tkadni, nebot’ amyloidy maji velmi specifickou strukturu, kterou je
malokdy mozné zaménit. Také jejich velikost, ktera se pohybuje mezi 7 a 12 nm, je velmi
specificka (Leung et al., 2012). Ktomu se standardné vyuziva protilatek (napt. anti-Ap)
Z navazanymi nanoc¢asticemi zlata (tzv. ,,immunogold labelling®) (Reig et al., 1995). I kdyz se
vyuziva jak skenovacich (SEM), tak transmisnich (TEM) elektronovych mikroskopii, ¢astéjsi
je vyuziti TEM (Goldberg et Fiserova, 2016).

Mezi nové zpusoby analyzy amyloidl patii cryo-EM. Na rozdil od klasickych TEM a SEM
neni nutné vzorek susit, barvit ani na n¢j deponovat material (pro zvySeni kontrastu)
(Cendrowska et al., 2020). Vzorek, v tomto piipadé tkanovy fez, je pouze zmrazen velmi
rychlym ponofenim do cryogenu (latky schopné vzorek zmrazit na teploty okolo —170 °C,
aniz by se vytvoftily krystaly ledu, které by bunky/tkan ponicily), nej¢astéji tekutého ethanu
(Dobro et al., 2010). Samotny amyloid pak neni lokalizovan pomoci protilatek, ale pomoci
zlatych nanocéstic s navdzanymi ligandy, které se na amyloid navazou a je mozné jej
lokalizovat. Cryo-EM by mohla byt v budoucnu vyuzita ke studiu polymorfizmti amyloidnich
proteinti (Cendrowska et al., 2020).
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Obrazek 3: AL amyloid vizualizovany pomoci zlatych nanocastic (cryo-EM; méfitko 50 nm) (pievzato:
Cendrowska et al., 2020).

3.2.4 Proteomicka analyza

Typizace amyloidu je nutna pro spravnou diagnostiku a 1éCbu pacienta. Laserova
mikrodisekce ve spojeni s kapalinovou chromatografii atandemovou hmotnostni
spektrometrii (LMD-LC-MS/MS) piedstavuje ptimy a velmi specificky zpusob typizace
amyloidéz z FFPE tkanovych vzorka (Vrana et al., 2009 a 2014).

Proces zacina barvenim FFPE tkanovych fezi kongo ¢erveni, coz obarvi depozita amyloidu,
které lze dale mikroskopicky identifikovat (Theis et al., 2013). Laserova mikrodisekce
umoznuje vyfezat a izolovat vybrané ¢asti tkané. Specialné upraveny mikroskop umoznuje
vybér oblasti zajmu, u FFPE tkanovych vzorkl je to vybér amyloidniho depozita barveného
kongo cerveni (Dogan, 2012). Mikrodisekované oblasti jsou pieneseny do specialni
zkumavky. Nasleduje extrakce a St€peni amyloidt trypsinem. Peptidy ziskané digesci jsou
nasledné separovany pomoci kapalinové chromatografie a analyzovany pomoci hmotnostniho

spektrometru (Brambrilla et al., 2015, Theis et al., 2013).

ObdrZzend raw data jsou analyzovana pomoci riiznych algoritmli (naptf. Mascot, Sequest
a XITandem) a jsou prohledavana proti proteinovych databazim (Vrana et al., 2009 a 2014).
Spolu s amyloidnimi proteiny je identifikovana i fada dalSich, mezi nimi i proteiny asociované
s amyloidy, které se podileji na tvorbé depozita (SAP, ApoE, ApoA-1V) (Brambilla et al.,
2013). Tyto proteiny dohromady tvofi tzv. ,,universal amyloid signature” (UAS) (Vrana et al.,
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2014). Pro kazdy vzorek je vytvoieno né€kolik biologickych replikatt, které jsou nezavisle na
sob& zpracovany a zhodnoceny. Z dat je pak vybiran nejvice abundantni amyloidni protein,

ktery uréuje typ amyloidézy (Theis et al., 2013).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

V ramci bakalarské prace bylo vySetiovano celkem 24 vzorkd (tkanové tezy s depozity
amyloidu). Tyto vzorky byly poskytnuty z archivu Fakultni nemocnice v Olomouci a Fakultni
nemocnice v Brné. Vzorky byly odebrany z ruznych organt celkem 16 pacientd (9 Zen
a 7 muzi). Primérny vEék pacientt ve studii byl 68,5 roku v rozmezi 54-84 let. VVzorky byly
odebirany bud’ u pacientii (biopsie) nebo vramci pitvy (nekropsie). Vzorky pochazeji
z ruznych tkani a organd: 5 vzorkd pochazi z ledviny, 4 ze sliznice pradusky, 3 z myokardu,
2 z mocového méchyie, 2 z plic, 2 z tukové tkané, 2 z rekta, 1 z lymfatické uzliny, 1 z tlustého

stfeva, 1 ze §titné Zlazy a 1 z kosterniho svalu (viz Tabulka 2).

Tabulka 2: Seznam vysettovanych FFPE tkanovych vzorka.

Pacient ¢. Pohlavi Vék Typ tkané/organu Biopsie/nekropsie
1 zena 84 rektum nekropsie
2 Zena 59 lymfaticka uzlina nekropsie
3 Zena 68 plice biopsie
4 Zena 53  tukova tkan — podkozi paze nekropsie

myokard
5 zena 72 nekropsie
ledvina
plice
6 Zena 69 myokard nekropsie
ledvina
myokard
7 Zena 54 nekropsie
ledvina
8 Zena 74 duodenum biopsie
9 muz 74 tukova tkan — bicho biopsie
10 Zena 59 rektum nekropsie
11 muz 68 mocovy méchyt biopsie
12 muz 74 ledvina biopsie
13 muz 78 sliznice bronchu biopsie
14 muz 79 kosterni sval biopsie
15 muz 67 sliznice bronchu nekropsie
16 muz 65 Stitna zlaza biopsie
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie a material

2-chloracetamid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 22790-250G-F)

Acetonitril (Millipore, kat. ¢. 1.00029.2500)

Deoxycholat sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 30970-100G)

Ethylacetat (Fluka, kat. ¢. 34972-IL-R)

Hydroxid amonny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A6899)

Kyselina mraven¢i pro LC-MS (Honeywell, kat. ¢. 56302)

Kyselina trifluorooctova (Fluka, kat. ¢. 14264)

Styrene Divinyl Benzene (SDB-RPS) extraction disks (3M, kat. ¢. 2241)
Tris (2-karboxyethyl) fosfin hydrochlorid, TCEP (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C4706-10G)
Tris (hydroxymethyl) aminomethan (SERVA, kat. ¢. 37180.04)
Trypsin/Lys-C Mix (PROMEGA, kat. ¢. V507A)

Pouzité roztoky a jejich priprava

100 mM Tris (pH 8,5): 484,4mg Tris base rozpustit ve 40 ml dH.O, upravit pH
na hodnotu 8,5 ptidavkem 1M HCl

SDC pufr: 50 mg SDC, 14,3 mg TCEP a 18,7 mg CAA rozpustit v 5 ml 100mM Tris base
pufru (pH 8,5)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

©)

o

o

©)

Mikroskop IX71/TH4-200 (Olympus)

Laserovy mikrodisektor: MMI Cell Cut (Molecular Machines & Industries)
Analytické vahy SBC21 (Scaltec)

pH metr UltraBasic UB-10 (Denver Instruments)

Magneticka michacka s ohfevem MSH 300 (Biosan)

Zasobnik deionizované vody Mili-Q (Milipore)

Vyhtivany termostat BIO TDB-100 (Biosan)

Ttepacka REAX control (Heidolph)

Centrifuga Minispin (Eppendorf)

Centrifuga 5810R (Eppendorf)
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o Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RSLCnano System (Thermo Fisher
Scientific)

o Hmotnostni spektrometr Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo Fisher Scientific)

o Odparka Concentrator 5301 (Eppendorf)

4.4 Pouzité experimentalni metody a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Zpracovani tkanovych vzorku (FFPE)

Vsechny tkanové vzorky byly fixovany ve formalinu a zality v parafinu. Tkané byly nafezany
na mikrotomu na 4um fezy. Tkanové fezy byly pfeneseny na specialni membranu a dale byly
obarveny hematoxylinem a eosinem. Nasledné¢ byly fezy barveny kongo cerveni

pro vizualizaci depozit amyloidu.

Kazdy vzorek byl mikroskopicky vySetfen na piitomnost depozit amyloidu. Zaroveni byl

pro kazdy vzorek vytvoren mikroskopicky obrazek tkanového fezu.

4.4.2 Laserova mikrodisekce

Cilem tohoto postupu bylo najit, oznacit a vyfiznout depozita amyloidu a odd¢lit je od okolni
nezasazené tkan¢€. Pomoci mikroskopu byly nalezeny oblasti s depozity amyloidu. Laserovy
mikrodisektor umoznuje pomoci MMI Cell Tools softwaru specificky oznacit pozadovanou
oblast zajmu, ktera byla nasledné vyfezana pomoci laseru. Takto vyfezanou oblast je mozné
za pouziti specialnich mikrozkumavek s lepivym vickem oddélit od okolni tkané. Ptred
samotnym vyfezanim vzorki byl laserovy mikrodisektor sefizen a otestovan na tkanovém

rezu.

Z kazdého vzorku byly ptipraveny 1-3 biologické replikaty. Pocet replikati se lisil
v zavislosti na mnozstvi depozit amyloidu ve vzorku. V ramci jednoho replikidtu byla
vyfiznuta a posbirana tkan o plose 300 000 pm? U malého mnoZstvi vzorki bylo odebréno
mensi mnozstvi tkdn¢€. Celkem bylo z 24 FFPE tkanovych fezi ptipraveno 65 vzorkl —
57 vzorku s depozity amyloidu (CR+ tkan) a 8 vzorkt tkané bez depozit amyloidu

(CR— tkan, negativni kontrola).
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4.4.3 Postup zpracovani mikrodisekovaného vzorku

Do kazdé mikrozkumavky obsahujici mikrodisekovanou tkan na vicku bylo pfidano 50 pl
SDC lyza¢niho pufru. Mikrozkumavky byly uzavieny a nésledné byly pfevraceny vickem
dolt a vloZeny na termoblok, kde byly inkubovany pii 95 °C po dobu 1 h. Po odebrani vzorki
z termobloku byly mikrozkumavky sto¢eny pti 3 000 rpm po dobu 15 s a byly chlazeny na
pokojovou teplotu. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 50 ul Trypsin/LysC smési o koncentraci

0,02 pg-ul. Takto pripravené vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 3 h.

4.4.4 Purifikace peptidi

Purifikace peptidi byla provedena pomoci specialné ptipravenych Spicek, obsahujicich
reverzni faze SDB-RPS, tzv. StageTip (Kulak et al., 2014). Pomoci jehly byly vyfezany malé
disky SDB-RPS sorbentu, které byly naneseny do 200ul $picek. Kazda $picka obsahovala tii
na sebe polozené vrstvy SDB-RPS reverzni faze. Takto pfipravené Spicky byly zasunuty

do upravenych 2ml zkumavek a byly ptipraveny pro purifikaci peptidu.

Po $tépeni byl kazdy vzorek smichan se 75 ul 1% TFA a 75 pul 1% TFA v ethylacetatu.
Veskery vzorek byl nanesen na StageTip, ktery byl stoCen na centrifuze pii 2 000 rpm
po dobu 3 min. Tyto podminky pro sto¢eni vzorku byly pouzity i v dal$ich krocich purifikace
peptidi. Po stoCeni bylo pfidano dalSich 100 pl 1% TFA v ethylacetatu a vzorky byly opét
stoeny. Dal$im krokem bylo pfidani 100 ul 0,2% TFA, nasledovalo stoceni. StagTip
s promytymi peptidy byl pfenesen do nové 1,5ml zkumavky. Do StageTip bylo pfidano 100 pl
80% ACN s 1% NH4OH a vzorky byly sto¢eny. Eluaty jednotlivych vzorkt byly odpafeny
v koncentratoru pii 45 °C po dobu 30-45 min. Vzorky s purifikovanymi peptidy byly
rozpustény ve 2% ACN a 0,5% TFA a byly pfeneseny do oznacenych vialek pro néslednou
LC-MS/MS analyzu.

445 LC-MS/MS analyza

Vzorky byly analyzovany na kapalinovém chromatografu UltiMate 3000 RSLCnano System
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Fusion Tribrid pies ionizacni zdroj EASY -
Spray. Smés peptidi byla nanesena na trap kolonu (C18, 5 pum, 100 pm x 20 mm) o pritoku
6 pl/min pomoci nanaseci mobilni faze o slozeni 1% ACN s 0,05% TFA v H20. Mobilni faze
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A byla slozena z 0,1% FA v H>20 a mobilni faze B byla slozena z 0,1% FA v ACN. Po 5 min
byl ptepnut ventil a peptidy byly z trap kolony eluovany a separovany na nanokoloné (C18,
3 um, 75 pm x 500 mm) pomoci linedrniho gradientu z 2-35 % mobilni faze B o pritoku
300 nl/min po dobu 60 min. Poté béhem 3 min bylo sloZeni mobilni faze zvySeno z 35 % na
90 % B. Po dobu 5 min bylo slozeni udrzovéano pti 90 % B. Po dobu 2 min slozeni kleslo na
2% B a nasledné bylo pii tomto slozeni udrzovano dalSich 20 min. Celkova doba analyzy

byla 95 min.

Eluované peptidy byly ionizovdny v ionizacnim zdroji EASY-Spray na hmotnostnim
spektrometru, ktery pracoval v data dependentnim moddu. MS1 sken byl analyzovan
v orbitrapu (m/z 4001 500) s rozlienim 60 000. Orbitrap byl plnén na hodnotu 4,0-10° iontd.
Deset nejvice intenzivnich iontll bylo postupné vybrano pro MS/MS sken v iontové pasti.
Iontova past byla plnéna na cilovou hodnotu 1,0-10* iontfl, izolaéni §itka byla nastavena na
hodnotu 1,6 m/z a fragmentace prekurzori prob&hla pomoci CID se 40% hodnotou
normalizované kolizni energie. Q aktivace byla nastavena na hodnotu 0,25 a aktivacni ¢as byl
nastaven na hodnotu 10 ms. Maximalni akumulaéni ¢as pro MS1 sken byl nastaven na 50 ms
a pro MS/MS sken byl nastaven na 250 ms. Dynamické vylouceni bylo nastaveno na 60 s.

Napéti na ionizacnim zdroji bylo 2 kV a trubice pro transport iontli byla vyhtivana na 200 °C.

4.4.6 Zpracovani dat v programu MaxQuant

Raw soubory byly zpracovany v programu MaxQuant (verze 1.6.7.0). Vyhledavani bylo
provedeno proti lidské UniProt databazi (20180122 Uniprot_homo-
sapiens_canonical _reviewed; 20 365 zadznaml) pomoci vyhledavaciho nastroje Andromeda.
Jako enzym byl nastaven trypsin/P a bylo umoznéno vynechdni maximalné dvou $tépnych
mist. Karbamidometylace cysteinu byla nastavena jako fixni modifikace, oxidace methioninu
a acetylace N-koncové casti proteinu byly nastaveny jako variabilni modifikace. Pro prvni
vyhledani peptidi byla nastavena tolerance 20 ppm a pro druhé 4,5 ppm. Proteinova
kvantifikace byla provedena pomoci LFQ algoritmu v MaxQuant. Bylo umoZznéno spocitani
IBAQ intenzit. ,,Match-between-runs* algoritmus byl umoznén. Peptidové a proteinové hity
byly filtrovany s 1 % FDR a minimalni délka peptidu byla nastavena na 7 aminokyselin.
Opacné ctend sekvence z ptivodni databaze byla pouzita jako decoy databaze. VSechny ostatni

parametry byly ponechany v ptivodnim nastaveni.
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4.4.7 Vyhodnoceni dat

Analyza dat byla provedena v programu Perseus (verze 1.6.7.0). Soubor ,,proteinGroups.txt*

vytvofeny v program MaxQuant byl nahran do programu Perseus a MS Excel.

Byla ovéfena integrita dat, v pfipadé chyb¢jicich informaci pro nazev proteinu nebo genu byla
tato informace doplnéna na zakladé informace z UniProt kodu pro dany protein. Proteiny byly

zatazeny do nasledujicich kategorii a subkategorii:

Vsechny proteiny:
o Ne-amyloidni proteiny
o Amyloidni proteiny
o Amyloidni fibrilarni proteiny

o Proteiny podilejici se na tvorb& depozit amyloidu

Proteiny z pievracené (decoy) databaze, kontaminanty a proteiny identifikované pouze
modifikovanym peptidem byly odfiltrovany. U kaZzdého vzorku byl spocitan pocet proteinii
a také byl spocitan soucet vSech proteinovych intenzit. Pro jednotlivé proteinové kategorie
a podkategorie byly spocitany soucty odpovidajicich proteinovych intenzit. Nakonec byl

vypocitan relativni podil jednotlivych proteinovych kategorii ve vzorcich.

Byl sestaven graf, kde jsou proteiny fazeny vzestupné dle intenzity proteini v zavislosti
na proteinovém potadi. Byl sestaven graf kumulativni proteinové abundance na proteinovém
pofadi pro kazdy vzorek. Tento graf ukazuje miru pfispévku kazdého proteinu k celkové

abundanci proteint ve vzorku.

U amyloidnich fibrilarnich proteinii bylo spoc€itano relativni zastoupeni jednotlivych proteinli
v této skupin€. Prvnich pét nejvice abundantnich proteinii spolu s jejich relativnim
zastoupenim ve skupiné bylo vyneseno do grafu. Nejvice zastoupeny protein v této skupiné
urcuje typ amyloidu. Byly spocitany dal$i pomocné parametry pro vyhodnoceni amyloidu —
P-skore a D-skore. P-skore vyjadiuje miru zastoupeni prvniho nejvice abundantniho proteinu
v amyloidnich fibrilarnich proteinech. D-skore vyjadiuje podil rozdilu mezi prvnim a druhym

proteinem vuci abundanci prvniho proteinu ve skupiné amyloidnich fibrilarnich proteint.

Dale byly spocitany relativni hladiny abundance pro typizujici amyloidni protein (AFP)
a UAS (,,universal amyloid signature®, abundance pro SAP, ApoE a ApoA-IV) v jednotlivych

vzorcich. Soucet abundanci téchto proteinti odrazi miru zatizeni amyloidem ve tkani po
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odectu abundanci téchto proteini v normalni zdravé tkani. Souctem hodnot AFP a UAS byla

ziskana mira celkového zatizeni tkané¢ amyloidem.
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5 VYSLEDKY

Byla provedena typizace amyloidnich depozit u 24 FFPE tkanovych vzorkl. Nejprve byly
vytvofeny mikroskopické obrazky vzorkl. Kazdy vzorek byl vySetifen na piitomnost
amyloidnich depozit. Na Obrazku 4 jsou vyznacena mista s depozity amyloidu, ktera byla
nasledné¢ mikrodisekovdna. U kazdého vzorku byly pfipraveny 1-3 biologické replikaty.

Celkem bylo pomoci laserové mikrodisekce ptipraveno 65 vzorki.

Obrizek 4: Rez tkané z rekta s depozity amyloidu obarvenymi do Cervena a oznadenymi Sipkami. Tkan je

podbarevna modie. Méfitko = 500 um. (Foto: Ing. Mgr. Ivo Uberall, Ph.D.).

Informace o tloustce fezu, sesbirané plose a objemu tkané pro kazdy vzorek byly
zaznamenany. Zaznamy pro reprezentativni vzorek ¢. 1 jsou uvedeny v Tabulce 3. V praméru
bylo pii kazdé mikrodisekci vyfiznuto a posbirano 1,42 nl FFPE tkané. Jednotlivé vzorky byly
zpracovany pro naslednou LC-MS/MS analyzu. Namétena data byla prohleddna v programu
MaxQuant a byl ziskan proteomicky profil obsahujici seznam identifikovanych proteint spolu
s jejich intenzitami.
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Tabulka 3: Informace o mikrodisekované FFPE tkani odebrané z rekta u pacienta ¢&. 1.

Pacient ¢. Tloust’ka Fezu [pm] Biologicky replikat ¢. Plocha [pm?] Objem tkané [nl]
1 353 956 1,42
1 4 2 335974 1,34
3 211 545 0,85

Vyhledana data byla zpracovana v programu MS Excel. Byly sestaveny grafy obsahujici

informace o proteinovych abundancich pro jednotlivé vzorky (viz Graf'1, 2, 3 a 4).

Vzorek €. 1 byl vybran jako reprezentativni. V mikrodisekované CR+ FFPE tkani z rekta bylo
identifikovano 935 proteint, z nichz 24,73 % tvotily amyloidni proteiny (viz Graf 1).
V seznamu proteinll byly pfitomny proteiny podilejici se na tvorbé¢ amyloidu (SAP, ApoE
a ApoA-1V) v celkové mite 9,07 % (hodnota UAS). Nejvice abundantnim amyloidnim
fibrilarnim proteinem ve vzorku byl Ig lambda-1 chain C region v mife 2,95 % (hodnota
AFP). Dohromady s SAP, ApoE a ApoA-IV tvorila mira zatizeni amyloidem tkan¢ 12,03 %
z celkové relativni proteinové abundance. Nejvice abundantni amyloidni fibrilarni protein
tvofi vyznamnou ¢ast (P-skore = 56,80 %, primér ze 3 biologickych replikatt) ve skupiné
amyloidnich fibrilarni proteini (viz Graf 2). Relativni rozdil mezi prvnim a druhym nejvice
abundantnim amyloidnim fibrild&rnim proteinem vi¢i prvnimu amyloidnimu fibrildrnimu
proteinu byl velmi vyrazny (D-skore = 73,63 %). Ze ziskanych dat vyplyva, ze protein Ig
lambda-1 chain C region je typizujicim amyloidnim fibrilarnim proteinem a indikuje AL

amyloidozu pro tento vzorek (viz Tabulka 4).

Dalsim pomocnym grafem pro vizualizaci a porovnani obsahu proteini ve vzorku byl graf
zavislosti intenzity proteinil a proteinového potadi (viz Graf 3). Graf kumulativni Cetnosti
proteinové abundance zobrazuje postupné nasCitanou cetnost jednotlivych vzestupné
uspofadanych hodnot proteinovych abundanci. Zobrazuje tak miru piispévku kazdého

proteinu k celkové abundanci proteind ve vzorku (viz Graf 4).

Z celkovych 24 vzorki byla typizovana AL amyloidéza u 11 z nich. Dale byla u 2 vzorkl
typizovana AH amyloid6za a u 1 vzorku AA amyloidéza (viz Tabulka 4). U zbyvajicich 10
vzorki byly vysledky neprikazné, hodnoty byly pfili§ nizké nebo riznorodé na jednoznacnou
typizaci. Hodnoty P-skore, D-skore, AFP, UAS a celkového zatizeni byly vyssi u vzorkti CR+
nez u CR—. U vzorkl s nepritkaznymi vysledky byly hodnoty nizs§i nez u typizovanych, ale

vys$si nez CR— kontrol (viz Tabulka 4).
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Graf 1: Relativni proteinova abundance ziskana analyzou tkané z rekta pacienta ¢. 1. Proteiny jsou rozdéleny do
tif skupin: v8echny proteiny ve vzorku (100 %), neamyloidni proteiny (75,27 %) a amyloidni proteiny (24,73 %).
Amyloidni proteiny jsou déle rozdéleny do dvou podskupin: amyloidni fibrilari proteiny (modré) a s amyloidem

asociované proteiny (oranzova).

100% -
90% -
80% 1
70% -
60% -
50% -
40% 1
30% -
20% -

10% -
00 ] N — — - [ ]

proteinti [%]

Relativni zastoupeni amyloidnich fibrilarnich

>
w <

Graf 2: Relativni zastoupeni péti nejvice abundantnich amyloidnich fibrilarnich proteintt u pacienta ¢. 1 ve
tkafiovém vzorku z rekta (biologicky replikat ¢. 1). Nejvice zastoupeny amyloidni fibrilarni protein tvoii 77 %
relativni proteinové abundance ve skupiné amyloidnich fibrilarni proteint, Ig lambda-1 chain C region je v tomto

ptipadé typizujicim proteinem pro AL amyloid6zu.
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Graf 4: Graf kumulativni Getnosti proteinové abundance zobrazuje postupné naséitanou Cetnost jednotlivych
vzestupné usporadanych hodnot relativnich proteinovych abundanci — zobrazuje miru piispévku kazdého
jednotlivého proteinu k celkové abundanci proteinii ve vzorku z rekta pacienta ¢. 1. Amyloidni proteiny jsou

oznaceny oranzov¢ a neamyloidni proteiny jsou oznaceny Sed¢.
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Tabulka 4: Vysledky typizace amyloidu u FFPE vzorki na zaklad¢ proteomické analyzy.

Pacient vlzzlgl:eli Bl?c,)\glzp Tkan/organ Typizujici amyloidni protein ?;5 [‘;o ] [(3) ] l[':Q) ]S Za[f)i/li)]eni Amyloidéza
1 Ig lambda-1 chain C region 6,22 2553 96,55 9,40 15,62
1 1 2 Rektum Ig lambda-1 chain C region 0,34 17,35 34,05 8,64 8,98 AL
3 Ig lambda-1 chain C region 229 1954 9136 9,23 1151
1 lg gamma-1 chain C region 0,68 16,62 16,64 5,71 6,39
2 2 2 Lyumzﬁ?;igké Apolipoprotein C-11I 193 3726 7573 1815 20,08 *
3 Ig kappa chain C region 0,34 11,18 39,64 5,59 5,93
1 Ig lambda variable 2-18 11,96 48,49 81,61 16,34 28,30
3 3 2 Plice Ig lambda variable 2-18 13,47 5155 83,92 1794 3141 AL
3 Ig lambda variable 2-18 13,32 51,47 78,04 14,25 27,57
1 Lysozyme C 0,26 16,66 32,29 4,28 4,54
4 4 Tukova tkan *
2 Ig lambda-like polypeptide 1 1,25 20,87 66,19 3,78 5,03
5 1 Myokard Ig lambda-like polypeptide 5 0,20 591 4237 3,66 3,86 *
1 Transthyretin 0,09 12,04 161 7,90 8,00
° 6 2 Ledvina Transthyretin 0,21 17,46 17,70 10,46 10,67 *
3 Gelsolin 0,14 16,18 361 987 10,02
1 Ig kappa chain C region 1,38 26,28 37,71 6,96 8,34
7 2 Myokard Ig kappa chain C region 2,33 37,19 44,74 9,10 11,43 AL
3 Ig kappa chain C region 1,90 34,99 44,43 9,70 11,59
1 Ig kappa chain C region 0,60 10,69 60,07 1,78 2,38
6 8 Ledvina AL
2 Ig kappa chain C region 0,61 11,62 72,62 243 3,04
1 Ig kappa chain C region 146 13,77 76,53 4,01 5,47
9 2 Plice Ig kappa chain C region 5,05 29,98 49,68 7,26 12,30 AL
3 Ig kappa chain C region 8,70 34,85 9545 8,85 17,55
1 Ig kappa chain C region 0,44 10,15 53,33 5,86 6,30
10 Myokard *
2 Ig kappa chain C region 0,18 8,05 13,01 4,30 4,48
! 1 Ig kappa chain C region 1,12 10,32 42,98 3,70 4,82
11 Ledvina *
2 Ig kappa chain C region 1,33 11,08 56,35 4,45 5,78
1 Ig lambda chain V-I region HA 13,72 56,47 95,61 35,74 4945
8 12 2 Duodenum  Ig lambda chain V-1 region HA 6,51 39,22 92,30 24,62 31,13 AL
3 Ig lambda chain V-1 region HA 10,00 58,63 92,52 38,26 48,26
9 13 1 Tukova tkafi  Gelsolin 0,22 1888 3836 10,09 10,32 *
1 Gelsolin 0,23 592 7054 267 2,90
10 14 2 Rektum Gelsolin 0,18 531 56,64 246 2,64 *
3 Gelsolin 0,19 543 7841 240 2,58
1 Ig kappa chain C region 0,75 29,21 47,30 20,84 21,59
11 15 2 ﬁzzﬁg Ig kappa chain C region 077 21,42 30,13 1529 16,05 AL
3 Ig kappa chain C region 0,77 2091 72,67 1540 16,16
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Tabulka 4: Vysledky typizace amyloidu u FFPE vzorki na zaklad¢ proteomické analyzy; pokradovani.

. FFPE LMD R = N G . AFP P D UAS Zatizeni e
Pacient vzorek  BioRep Tkan/organ Typizujici amyloidni protein %] [%] [%] [%] [9%6] Amyloidéza
1 Ig kappa chain C region 0,88 31,52 2351 2324 24,12
11 16 2 Moovy 1 kanpa chain C region 109 3357 37,86 2329 2438 AL
méchyt
3 Ig kappa chain C region 1,10 43,03 60,75 31,50 32,60
17 1 Ledvina lg gamma-1 chain C region 0,21 18,79 39,59 8,50 8,71 *
12 1 lg gamma-1 chain C region 029 890 6232 3,74 4,02
18 Ledvina *
2 lg gamma-1 chain C region 045 12,80 66,76 6,29 6,74
1 Ig alpha-1 chain C region 0,98 51,60 13,33 29,39 30,37
19 2 Sliznice 0 10ha-1 chain C region 1,03 59,16 646 3354 34,57 AH
bronchu
3 Ig alpha-1 chain C region 0,86 52,18 3,36 29,52 30,38
13
1 Ig alpha-1 chain C region 094 60,11 3,81 3579 36,73
20 2 Sliznice 1 2 10ha-1 chain C region 081 4816 16,82 2838 29,19 AH
bronchu
3 Ig alpha-1 chain C region 101 61,32 4,68 36,64 37,65
1 Ig kappa chain C region 9,08 26,45 89,78 7,56 16,64
14 21 2 Kosterni sval g kappa chain C region 29,16 54,88 98,25 13,61 42,76 AL
3 Ig kappa chain C region 26,21 47,82 98,16 9,67 3587
22 1 Sliznice - mbda-1 chain C region 117 4664 3574 2902 30,19 AL
15 bronchu
Sliznice . .
23 1 bronchu Ig lambda-1 chain C region 0,77 52,86 3859 33,03 3380 AL
1 Serum amyloid A-1 protein 22,04 50,68 9596 18,79 40,84
16 24 2 Stitna 71aza  Serum amyloid A-1 protein 19,96 46,00 94,72 14,94 34,90 AA
3 Serum amyloid A-1 protein 18,03 47,76 93,66 18,36 36,39

* — vysledek neni jednozna¢ny, hodnoty jsou pfilis nizké a neprikazné; AFP — relativni

abundance prvniho nejvice

abundantniho fibrilarnitho amyloidniho proteinu; LMD — laserova mikrodisekce; D-skore [%] — vyjadiuje podil rozdilu mezi

prvnim a druhym proteinem vici abundanci prvniho proteinu ve skupiné amyloidnich fibrilarnich proteint; P-skore [%] —

mira zastoupeni prvniho nejvice abundantniho proteinu v amyloidnich fibrilarnich proteinech; UAS — “universal amyloid

signature”, soucet relativnich abundanci proteint podilejicich se na tvorb&é amyloidu (SAP, ApoE, ApoA-1V); zatizeni

amyloidem [%] — celkova mira zatizeni amyloidem ve vzorku (AFP + UAS).

Tabulka 5: Porovnani parametrit P-skore a D-skore, AFP, UAS a celkového zatizeni amyloidem u 3 skupin

vzorkl — typizovanych CR+, netypizovanych CR+ a CR— vzorku.

Parametr Typizované CR+  Netypizované CR+ CR—
P-skére [%0] 38,21 13,49 2,32
D-skére [%0] 57,70 43,70 54,56
AFP [%] 6,24 0,50 0,73
UAS [%] 18,22 6,19 0,12
Zatizeni [%0] 24,46 6,69 0,85
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U vybranych vzorkti byla provedena mikrodisekce z oblasti CR— tkané (zdrava kontrolni
tkan). Jedna se o vzorky odebrané z myokardu, plic a ledviny u pacienta ¢. 6. Byla spocitana
a porovnavana hodnota relativniho zastoupeni nejvice abundantniho amyloidniho fibrilarniho
proteinu (AFP) v CR+ tkani (obsahujici amyloid) a v CR— tkani. Timto zptisobem bylo mozné
zhodnotit, zda je amyloid typizujici i v pfipadé, Zze je hodnota AFP nizkd a mnozstvi
zastoupeni amyloidniho fibrilarniho proteinu by mohlo byt pouze fyziologické. V CR+ tkani
odebrané z myokardu byly hodnoty AFP 10krat vyssi v porovnani S CR— kontrolni tkani.
U vzorku odebranych z ledvin byly hodnoty vyssi 2,1krat a u vzorkd odebranych z plic byly
vyssi 59,8krat (viz Tabulka 6). Ze ziskanych dat vyplyva, ze protein Ig kappa chain C region

je typizujicim amyloidnim fibrilarnim proteinem a indikuje AL amyloid6ézu u tohoto pacienta

(viz Tabulka 6).

Tabulka 6: Porovnani vybranych parametrii u mikrodisekovanych CR+ tkani a CR— tkani.

Typ R+/CR— AFP UAS ZatiZeni AFP (primér) Nasobna zména AFP
tkang  CRY/C [%] [%] [%] [%] CR+ viiti kontrole
1,38 6,96 8,34
CR+ 2,33 9,10 11,43 187
Myokard 1,90 9,70 11,59 10,0
0,18 0,13 0,31
CR— 0,32 0,09 0,41 0,19
0,06 0,07 0,13
CR+ 0,60 1,78 2,38 0,61
Ledvina 0,61 2,43 3,04 21
CR— 0,28 0,03 0,31 0.28
0,28 0,15 0,43
1,46 4,01 5,47
CR+ 5,05 7,26 12,30 5,07
Plice 8,70 8,85 17,55 50,8
0,07 0,05 0,12
CR— 0,07 0,03 0,10 0,08
0,12 0,40 0,52
CR+ — tkan s kongo Cerven pozitivnim barvenim; CR— — tkan S kongo Cerveil negativnim barvenim; AFP — relativni

abundance nejvice abundantniho amyloidniho fibrilarniho proteinu; UAS — ,universal amyloid sighature®, soucet relativnich
abundanci proteinii podilejicich se na tvorb&é amyloidu (SAP, ApoE, ApoA-IV); zatizeni amyloidem (%) — celkova mira

zatizeni amyloidem ve vzorku (AFP + UAS).
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6 DISKUZE

Spravna a spolehliva typizace amyloidu je nezbytna pro vyslednou 1é¢bu, protoze 1é¢ebné
strategie se pro jednotlivé typy amyloidoz zasadné 1isi. Soucasti diagnostiky je vyhodnoceni
jak klinického obrazu pacienta, tak doprovodné vySetfeni tkdn¢ pacienta pomoci

imunohistochemické nebo proteomické analyzy.

V dnesni dobé je nejcastéji pouzivanou metodou pro typizaci amyloidéz imunohistochemicka
analyza, mezi jejiz vyhody patii pfedev§im nizka cena a rychlost. Oproti proteomické analyze
je provedeni jednodussi a nejsou nutné drahé pfistroje, které by vyzadovaly specificky
proskoleny personal. Metoda ma ovsem i né€kolik nevyhod — nejsou k dispozici protilatky
proti vSem typim amyloidnich fibrilarnich proteinti a taktéz je problém s jejich citlivosti

a specifitou (Gilbertson et al., 2015).

Proteomicka analyza amyloidnich depozit v FFPE tkénovych vzorcich, konkrétné laserova
mikrodisekce s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LMD-LC-MS/MS), byla poprvé
popsana autorem Vrana et al. vroce 2009. V této studii spolehlivé typizovali amyloidni
depozita u 40 piipadd ze 41 (s 98% uspésnosti). Oproti imunohistochemické analyze se jedna
o pfimou analyzu slozeni depozita (nejsou nutné protilatky) a typizace je spolehlivési,
protoze piekaZkou nejsou ani mutantni typy proteind. Mezi nevyhody této metody patii
piedevsim Spatna dostupnost a vysoka cena piistrojového vybaveni a nutnost proskolené¢ho

personalu (Vrana et al., 2009 a 2014).

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo typizovat amyloidni depozita u 24 FFPE tkanovych
vzorkli pomoci proteomické analyzy. Vzorky byly odebrany z riiznych organti 16 pacienti
(9 zen a 7 muzd). Primérny vek pacientil ve studii byl 68,5 roku v rozmezi 54-84 let (viz
Tabulka 2), coz potvrzuje, Ze prevalence pro amyloidozy se zvysSuje po 40-50 roku Zivota

(Westermark et al., 2015).

Pro spravnou typizaci bylo nutné sledovat nékolik parametri a komplexné propojovat
jednotlivé informace. Samotna identifikace proteinu ve vzorku neni nutné¢ znamkou
pfitomnosti amyloiddzy u pacienta. Pro zvySeni spolehlivosti typizace amyloidu bylo vyuzito

vypoctu P-skore a D-skore (Sun et al., 2015).

P-skore vyjadfuje miru zastoupeni prvniho nejvice abundantniho proteinu v amyloidnich
fibrilarnich proteinech. D-skore vyjadifuje podil rozdilu mezi prvnim a druhym nejvice

abundantnim proteinem vici abundanci prvniho proteinu ve skupiné amyloidnich fibrilarnich
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proteintl. Cim vys§i jsou hodnoty téchto dvou parametrfl, tim je typizace na jejich zakladd
spolehlivéjsi. P-skore u vzorkd, kde byla Gspésné typizovana amyloiddza, bylo v priméru
38,21 %. Vzorky, kde byly identifikovany proteiny, ale amyloid6za se kvili neprikaznym
vysledkiim netypizovala, méla hodnota P-skore primérnou hodnotu nizsi, 13,49 %. Kontrolni
Tabulka 5). Porovnavani vzorkli pochazejicich pouze zjednoho typu tkané¢ by bylo
prikaznéjsi, ale vyzadovalo by vys$si mnozstvi vzork. U D-skoére byly vysledky u vsech
skupin srovnatelné, 57,70 %, 43,70 % a 54,56 % pro typizované CR+, netypizované¢ CR+
a CR— vzorky (viz Tabulka 5). Divodem srovnatelnych hodnot je podstata parametru, rozdil
podilu mezi prvnim a druhym proteinem vuci prvnimu proteinu ve skupiné amyloidnich
fibrilarnich proteind je pouze relativni a nevystihuje ptimo hodnoty intenzit, které i v piipadé
nizkych hodnot mohou mit stejny relativni rozdil. Jako samostatny parametr tedy neni D-

skére vhodné, je pouze doprovodnym parametrem.

Dal$im parametrem byla relativni abundance prvniho nejvice abundantniho fibrildrniho
proteinu (AFP). Tento parametr usnadiuje interpretaci, nebot hodnotime na zéakladé
relativniho, procentudlniho zastoupeni, ne na zakladé¢ hodnot intenzit. Diky této hodnoté je
taktéZ mozné porovnavat jednotlivé vzorky mezi sebou. Relativni abundance AFP
u typizovanych CR+ vzorkd byly vy$§i neZ u ostatnich vzorkd, v priméru 6,24 %.
U netypizovanych CR+ byla hodnota 0,50 % a u CR— byla hodnota 0,73 %. Je zde jasny

rozdil v mnozstvi nejvice abundantniho amyloidniho fibrilarniho proteinu (viz Tabulka 5).

,uUniversal amyloid signature* (UAS), soucet relativnich abundanci proteind podilejicich se
na tvorbé amyloidu — SAP, ApoE a ApoA-IV, je dalSim pouzitym hodnoticim parametrem
(Vrana et al., 2014). Jeho hodnoty pomahaji odlisit fyziologické hodnoty u tkani bez
amyloidu od hodnot patologickych u tkani s amyloidem. Celkové zatizeni amyloidem je
souc¢tem hodnot AFP a UAS. U UAS a celkového zatizeni je tedy situace podobna. Pro
typizované CR+ tkan¢ byla hodnota UAS primérmé 18,22 % a celkové zatizeni 24,46 %, pro
netypizované CR+ tkané Cinily tyto hodnoty 6,19 % a 6,69 % a nakonec pro CR— tkané
0,12 % a 0,85 % (viz Tabulka 5).

Pro spravnou typizaci muselo byt u kazdého vzorku brano Vv potaz vSech 5 parametrii
a vSechny musely mit prikazné¢ vysoké hodnoty. U vSech vzorkd byly identifikovany
amyloidni proteiny, ale typizovano bylo pouze 14 z 24 vzorku (viz Tabulka 4). Nejcastéji byla

typizovana AL amyloidoza, konkrétné u 11 vzorku, kterd se obecné vyskytuje v populaci
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nejcastéji (Falk et al., 1997). U 2 vzorkd byla typizovana AH amyloidéza a u 1 AA
amyloidéza. U zbyvajicich 10 byly hodnoty neprikazné, pfili§ nizké nebo rtiznorodé na
jednoznacnou typizaci. Pro potvrzeni spravné typizace amyloidéz by bylo vhodné vysledky

porovnat s klinickym obrazem pacientl, poptipad¢ s vysledky imunohistochemické analyzy.

U porovnavani vzorkiit CR+ a CR— tkan¢ byl sledovan nasobek zmény prvniho nejvice
abundantniho amyloidniho fibrilarniho proteinu (AFP). Timto zplUsobem bylo mozné
zhodnotit, zda byl amyloid typizujici i v pfipad¢€, ze hodnota AFP byla nizka a hladina AFP by
mohla byt pouze fyziologicka. V CR+ tkani odebrané z myokardu pacienta ¢. 6 byly hodnoty
AFP 10krat vyssi v porovnani s CR— (kontrolni) tkani. U vzorki odebranych z ledvin byly
hodnoty vys$si 2,1krat a u vzorkli odebranych z plic byly vyssi 59,8krat (viz Tabulka 6).
Zhodnoceni typizace timto zpusobem bylo spolehlivéjsi oproti vzorkiim, kde se kontrolni

CR— tkanové vzorky neodebiraly. Toto porovnani umoznilo porovnat fyziologickou

a patologickou hodnotu AFP v amyloidnim depozitu specifickou pro daného pacienta a organ.
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7 ZAVER
V bakalarské praci byla vypracovana teoretickd cast obsahujici reser§i o amyloid6zach,

amyloidnich proteinech a metodach pro jejich typizovani.

V experimentalni ¢asti byla provedena proteomicka analyza amyloidnich depozit u 24 FFPE
tkanovych vzorkd. Bylo vyuzito laserové mikrodisekce a kapalinové chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (LMD-LC-MS/MS) a provedeno nasledné vyhodnoceni
dat. Typizace amyloidi byla hodnocena na zakladé parametri AFP, P-skore a D-skore, UAS
a celkového zatizeni tkan¢ amyloidem. U vSech 24 FFPE vzorkd byly identifikovany
amyloidni proteiny, ale amyloid byl typizovan pouze u 14 znich. U 11 vzorki byla
typizovana AL amyloidéza, u 2 AH amyloidéza a u 1 AA amyloidéza. U zbyvajicich
10 vzorku byly hodnoty parametrii nepriikazné, pfili§ nizké ¢i riznorodé na jednoznaénou

typizaci.

Dale byla porovnavana tkan s amyloidem (CR+) a bez amyloidu (CR-), kde byl sledovan
nasobek zmény hodnoty AFP, ktery ve svém dasledku umoznil spolehlivéji typizovat amyloid

oproti vzorkam, kde se kontrolni vzorky tkan¢ bez amyloidu neodebiraly.

VysSe zminénd metoda spolu se sledovanymi parametry umoznila spolehlivé typizovat
amyloidni depozita v FFPE tkanovych vzorcich. Cile bakalaiské prace v teoretické i praktické

¢asti byly splnény.
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