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Cast |. Diagnostika amyloidézy z podkozniho tuku



1. Uvod
1.1 Amyloid a amyloiddza, definice, historie, klasifikace

Amyloiddza zahrnuje pomérné Sirokou skupinu onemocnéni, pro kterou je spolecné
extraceluldrni ukladani obtiZzné rozpustného depozita — amyloidu — ve tkanich a organech,
coz vede k poruseni jejich funkce a muze vyustit az do organového selhani. S pojmem
»amyloid“ se poprvé setkavame vroce 1854, kdy Rudolf Virchow takto popsal makro-
skopickou abnormalitu mozkové tkané, ktera se projevila po reakci s jodem (modra barva),
nasledné po pridani kyseliny sirové se zbarvila fialové. Virchow predpokladal, Zze struktura
podminujici netypicky vzhled tkané je celuléza ¢i Skrob a substanci proto nazval ,,amyloidem”
(1), (2). Béhem devatendctého a pocatku dvacatého stoleti se pozornost presunula od
Virchowovych makroskopickych pozorovani ke klasifikacim klinickych symptom(. Porozu-
méni amyloidu a jeho strukture Gzce souvisi s technologickym vyvojem. Ve druhé poloviné
dvacatého stoleti byla elektronovou mikroskopii prokdzana charakteristicka ultrastruktura,
kterd je spolecna vsem typlm amyloidovych depozit, a na ni navazaly biochemické studie,
které analyzou aminokyselin zjistily, Ze primarni amyloid je slozen zlehkych fetézcl
imunoglobulind, sekundarni amyloid je tvoren proteinem amyloid A a tehdy posledni zndma
skupina amyloidu je sloZzena z molekuly prealbuminu. DalSi biochemické studie zamérené na
stavbu amyloidovych depozit na sebe nenechaly dlouho ¢ekat a zjistily pfiblizné dvacet

proteind, které podminuji tvorbu amyloidu. (2)

Amyloidem v soucasnosti rozumime biochemicky i klinicky zna¢né heterogenni skupinu
substanci s abnormalni proteinovou strukturou. Amyloidové depozitum je tvorfeno amyloido-
tvornym fibrildanim proteinem a dal$imi pfidatnymi slozkami (sérovy amyloidovy protein P,
lipoproteiny, glykosaminoglykany, proteoglykany) (3), (4), (5), (6). Amyloidotvorny fibrilarni
protein (amyloidova fibrila) nabyva vzhledu nevétvené proteinového vlakna praméru
pfiblizné 10nm, jehoZ opakujici se substruktura sestava z B-vldken, ktera jsou usporadana
kolmo na dlouhou osu proteinového vldkna a formuji tak B-skladany list nedefinované délky
(7). Jde tedy o chorobu, kterd patfi do nadskupiny onemocnéni s poruchou proteinového

skladani (protein misfolding diseases).

Zatimco do skupiny amyloidotvornych proteind jsou zarazeny nékteré specifické
substance, jako napfiklad AB prekurzorovy protein, a-Synuclein ¢i amyloidovy ostrivkovy

polypeptid (AIAPP), onemocnéni, kterd jsou s témito depozity spjata vSak jako amyloiddzu
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nenazyvame. Davodem je fakt, Ze ackoliv depozita obvykle tyto choroby doprovazi a mohou
mit vyznamnou roli v jejich patogenezi, nejsou prvotni a jedinou pfic¢inou vzniklé nemoci (1),
(3). Jako amyloidézu proto oznacujeme nemoc, kterd je pfimo zpusobena extracelularnim
uklddanim amyloidu, depozita jsou vidy Skodlivd a zpUsobuji vznik nemoci. Nejsou-li
depozita pfitomna, nejsou pritomny zadné klinické ani morfologické dikazy o pritomnosti

nemoci.

Amyloiddzy lze rozdélit z rGznych hledisek. Dle rozsahu onemocnéni na systémové
a lokalizované, dle dédi¢nosti na hereditdrni a ziskané. Zcela zasadni je vsak klasifikace
onemocnéni dle amyloidotvorného fibrilarniho proteinu, kterych v soucasnosti rozliSujeme
celkem 36, z toho 18 proteinl zplsobuje systémovou amyloiddzu a 22 lokalizovanou formu
pro klinickou praxi, nebot jednotlivé typy onemocnéni se naprosto zasadnim zpUsobem lisi
v |éCebné pristupu. Spravné uréeni typu amyloiddzy je proto klicové pro adekvatni terapii
vSech pacientl s touto nemoci a podani neindikované I1é¢by mize mit v nékterych ptipadech

fatdlni nasledky (napt. poddni chemoterapie u pacienta s hereditarnim typem amyloiddzy).

1.2 Funkc¢ni amyloid

Dle novych poznatkl nelze amyloid chapat pouze jako patologickou strukturu. Funkéni
amyloid je pojem zavedeny pro oznaceni takovych amyloidovych struktur, které maji
prospésnou funkci pro Zivé organismy a nemaji zadny vztah k proteinovym stfddavym
chorobam. Jde o fibrilarni agregaty, které maji morfologické, strukturalni i tinkéni vlastnosti
identické jako amyloidové fibrily. Nékteré organismy (bakterie ale i vysSi organismy) maji
schopnost transformovat normalni endogenni proteiny do amyloidovych fibril v prabéhu
jejich fyziologickych procest, coZz bylo prokazano ve specializovanych biologickych funkcich
(8). Prikladem muze byt vazba melaninu na fibrilarni proteinovy prenase¢ v melanosomech,
proteiny uUcastnici se dlouhodobé paméti u morského mékkyse nebo vldkna sité u nékterych

pavouk (8), (1).



2. Metody detekce a typizace amyloidu

Amyloid Ize studovat a prokdzat na mnoha Udrovnich, na urovni makroskopické,
mikroskopické, elektronmikroskopické ¢i proteomické. Vétsinu téchto zakladnich ptistupt
muUzZeme dale modifikovat, at uZz pouZitim specidlnich histologickych barveni ¢i specidlnich
fyzikdlnich principu, jako v pfipadé polariza¢ni i fluorescenéni mikroskopie, nebo pouzitim
metod zaloZzenych na vazbé antigenu a protilatky. Tyto se vyuZivaji predevsim v dalSim
dourceni konkrétniho typu amyloidovych depozit. Obecné lIze vSechny metody rozdélit na
detekéni (zjistujici pouhou pfitomnost amyloidu) a typizaéni (uréeni konkrétniho typu

amyloidového proteinu).

2.1 Metody detekcni
2.1.1 Zakladni a specialni histologické barveni

Depozita amyloidu se v zakladnim barveni histologickych preparatt (hematoxylin-eosin)
znazorni nespecificky, jako amorfni eozinofilni, tj. svétle cerveny material. Pro specifické
znazornéni amyloidu existuji specialni barvici metody, pficemz pro diagndézu nepod-
kroCitelnym standardem je celosvétové pouzivané barveni Kongo cerveni. V jeho vysledku
poskytuji depozita amyloidu oranzové az cervené zbarveni, a to bez zdvislosti na typu
amyloidu (9). Pfi vySetreni polarizatnim mikroskopem pozorujeme charakteristické jevy,
které ddva koniska cerven ve vazbé na amyloid. Tradicné se oznacuji jako o dvojlom
(,birefringence”) a dichroismus ,apple-green“ barevného charakteru, avsak jednd se
o slozité optické jevy komplexniho charakteru a vysledné zbarveni mlze nabyvat i jinych
odstinl, napt. Zluté, oranzové ¢i modré (10), (11), (12). Pro spravny vysledek barveni je tieba
pouzit odlisSnou tloustku tkanovych rez(i (cca 5-6 um) neZ je béiné pro ostatni barvici
metody. Falesna pozitivita barveni mlzZe nastat pfi vazbé Kongo Cervené na vazivo, tomu
zamezime volbou vhodné modifikace této barvici metody, zejm. pouZitim postupu dle

Puchtlerové (13), (14), (15).

Z ostatnich specidlnich histologickych barvicich metod lze pouzit saturnovou cerven,
thioflavin, metylviolet apod. (9). Lze jen doporucit provadét pro detekci amyloidu spolu

s Kongo Eerveni jesté alespon jednu dalsi specialni barvici metodu.
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Specialni barvici metody davaji dobry vysledek pfiklasickém zpracovani histologického
materialu — fixace formalinem a zaliti do parafinu. Obdobné jako u ostatnich barvicich metod

dosdahneme kvalitnéjsiho vysledku barvenim zmrazenych rez(i nefixované tkané.

2.1.2 Fluorescencni vysSetreni

Vysetfeni amyloidu pomoci fluorescencéniho mikroskopu Ize provést pomoci pfimé vazby
fluorochromu na amyloidova depozita, coz nastava v pripadé barveni parafinového fezu
konZskou cerveni nebo Thioflavinem T, tyto latky jsou samy o sobé fluorochromem. Ve
srovndni s vysSetfenim fezU barvenych Kongo cerveni pouze polarizacnim mikroskopem
vykazuje fluorescenéni vySetfeni vyssi senzitivitu zejména v pfipadech malo objemnych
depozit amyloidu (16). Dalsi fluorochrom — Thioflavin T — Ize obdobné jako Kongo cerven
pouzit na tkan fixovanou formalinem a zalitou do parafinu (FFPE). Barvici metoda neni
slozitd, avSak je zde riziko nespecifického barveni nékterych struktur (keratin, nukleové

kyseliny, elasticka vlakna) (17), (18).

2.1.3 Elektronova mikroskopie

Vysetfeni ultratenkych fezl pomoci elektronového mikroskopu prokadze charakter-
ristickou fibrilarni strukturu amyloidu. Zndazorni se tak dlouhda nevétvena nahodné
orientovana vlakna Sife 6 — 12 nm, tvofici nepravidelnou sit, kazdé z vlaken je sloZeno ze Ctyr
az Sesti stoCenych protofibril (3), (7), (19). Jedna se o vySetieni, které se nej¢astéji provadi
u rendlnich biopsii, jde vSak o metodu technologicky i casové znacné ndrocnou, navic vzorek
pro elektronovou mikroskopii vyzaduje zvlastni fixaci (glutaraldehyd nebo roztok podle

Karnovského), je proto nutné na to myslet jiz pfi planovani odbéru (20).

2.2 Metody typizacni
2.2.1 Imunohistochemické vysSetieni

V soucasné diagnostice amyloidu zlstava imunohistochemie (IHC) nejvice dostupnou
rutinné pouZivanou metodou, kterd umoznuje provést vysetieni z materidlu fixovaného
formalinem a zalitého do parafinu (FFPE) s ptiznivymi naklady a bez nutnosti pofizeni

specializovaného ptistrojového vybaveni.

Do béZné praxe patfi vysetreni protilatkami proti k a A lehkym retézciim imunoglobulin(,
transthyretinu a amyloidu A, pfiéemz spektrum komeréné dostupnych protilatek i proti

vzacnym a hereditarnim formam amyloiddzy se stale rozsifuje. Nékteré zahranic¢ni laboratore
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specializujici se na problematiku amyloidu si pfipravuji vlastni protilatky (zejména proti
lehkym Fetézclm imunoglobulin(l) (21). Depozita vSech typl amyloidu obsahuji konstantné
pfimés i jinych molekul, nez je samotny amyloidogenni protein, coz lze imunohisto-
chemickym prikazem vyuzit v diagnostice (zejm. protilatka proti sérovému amyloidovému

proteinu P).

Senzitivita IHC vySetfeni amyloidu (zejména AL typu) je ztizena nékolika okolnostmi.
Kromé faktor( preanalytické faze vysSetieni (odbér materialu, zplisob a délka fixace apod.)
hraje vyznamnou roli samotny proces tvorby amyloidu (konformacéni zmény s fragmentaci
lehkych tfetézcl a maskovani antigenu pfi formovani amyloidovych fibril), dale pfirozena
heterogenita lehkych fetézcl plynouci z jejich variabilnich domén, mutace amyloidotvorného
proteinu a v neposledni fadé primés séra (21), (22), (23), (19), (24). Také rozpoznavani
epitopu jednotlivymi protilatkami mlzZe byt odlisné. FaleSna pozitivita je popisovana zejména
pfi pouZiti protilatek proti transthyretinu, coz muzZe byt zdrojem potizi pfi vySetfovani

bioptickych vzorkd z myokardu u pacientl s AL amyloiddzou (22), (25).

Vyse uvedené vede ke skutecnosti, Ze se zavéry studii, které zkoumaji spolehlivost IHC
vySetreni v uréovani subtypl amyloiddzy, ¢asto znacné lisi. V soucasné dobé je mozné vyuzit
vice polyklondlnich i monoklondlnich protilatek proti epitoplm k i A lehkych retézcu.
Aplikace vice rliznych protilatek proti lehkym fetezcim imunoglobulin( zvysuje validitu vyse-
tfeni AL amyloidu. Dle jedné ze studii poutziti 4 protilatek anti- A v kombinaci se souvisejicimi
klinickymi a laboratornimi vySetfenimi pfinasi senzitivitu 94 % a specificitu 100 % (21). VSeo-
becné je také uvadéno, Ze pouziti nefixované tkané (tedy zpracované na histologické rezy

pomoci zmrazeni) dava spolehlivéjsi vysledky imunohistochemického vysetreni (21), (23).

2.2.2 Imunofluorescencni vysetireni

Immunofluorescence je standardné indikovana pro vzorky rendlni tkané, nékterd
pracovisté vSak imunofluorescencné rutinné vysetfuji i jiné tkané, napf. endomyokardialni
biopsie (26), (27). Jde o metodou s vyuzitim komercné dostupnych protilatek, které jsou
znacéeny fluorochromem. Pro imunofluorescenci je nutné pouzit fezy pfipravené ze zmrazené
nefixované tkané, coz vyzaduje prizpUsobit pribéh odbérové faze, nebot transport do
laboratofe musi probéhnout bezprostfedné po odbéru a za odliSnych podminek oproti

tkanim standardné zpracovdvanym metodou FFPE.
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Imunofluorescencni vySetieni vykazuje vyssi diagnostickou uspésnost (v riznych studiich
67 — 88 % (27); ve srovnani s imunohistochemii, nevyhodou a urcitou limitaci vSak stale
zUstava nutnost pouZit nefixovany mrazeny material, nebot amyloid je velmi casto
nahodnym ndlezem. V pfipadé vysoké klinické suspekce na amyloid je jiz pfi prvnim odbéru
necilené biopsie vhodné poslat do laboratofe ¢ast odebraného materidlu také na

imunofluorescenéni vysetreni.

2.2.3 Imunoelektronova mikroskopie

Vysoce specializovana pracovisté maji k dispozici imunoelektronovou mikroskopii, kterd
spojuje vyhody vysokého rozliseni elektronového mikroskopu se specificitou reakce antigen-
protilatka a umoZriuje ovérit kolokalizaci imunohistochemické reakce a amyloidové fibrily

(28) (29).

2.2.4 Vysetieni zalozena na hmotnostni spektrometrii

Vyse uvedené typizacni metody jsou zaloZené na reakci antigen-protilatka. Prikaz
amyloidového proteinu je vtomto pripadé nepfimy, a proto ssebou nese jistd rizika
nespravné identifikace. Oproti tomu nejmodernéjsi proteomické analyzy zaloZené na
hmotnostni spektrometrii pfindseji nespornou vyhodu v pfimém stanoveni proteinu
z minimalniho mnoiZstvi amyloidu, navic s vyloucenim lidského faktoru. Pomoci této
technologie lze vysetfit jak vzorky FFPE, tak fezy ze zmraZené tkané a vzorky podkozniho
tuku. Do této skupiny vysetfovacich metod rfadime kapalinovou chromatografii spfazenou
s hmotnostni spektrometrii s pfipravou vzorku laserovou mikrodisekci (laser microdissection-
liquid chromatography/mass spectrometry; LMD-LC/MS) a multidimenzionalni technologii
identifikace proteinu (multidimensional protein identification technology; MudPIT) zaloZend
na 2D-MS/MS, pricemzZ oba pfistupy vyZzaduji odliSnou pripravu vzorku a separaci proteind,
ale jejich vysledkem je identifikace kompletniho proteinového slozeni analyzovaného vzorku

(30), (32).

K nejnovéjsim pristupim pfi diagnostice a typizaci amyloidu na bazi MS patti metoda
MALDI-IMS MSI (matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry imaging
coupled with ion mobility separatarion), kterd umoznuje pfimou identifikaci a typizaci
v histoanatomickém kontextu ptimo na FFPE tkanovych rfezech (in situ). Odpada tak ¢asové
narocny postup LMD a proteinové extrakce. Vzhledem k tomu, Ze jde o nejmladsi metodu,

neni zatim v diagnostice amyloidu Siroce rozsirena. (32), (33) (24).
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Velkou vyhodou MS metod je moznost pouziti archivniho materiadlu, jak FFPE tkané,
(zejména v pfipadé nahodného ndlezu amyloidu v diagnostickém vzorku) tak zamraZeného

vzorku.

Problematickd se mulze jevit témér ubikvitni a nékdy i fyziologicka pritomnost nékterych
amyloidotvornych proteinl v rliznych tkanich i v krvi, coz mlze ztizit spravnou interpretaci
proteomickych vysledk(l. Ke zvySeni specificity analyzy lze pouZit specializovany postup
Upravy vzorku — laserovou mikrodisekci (LMD), pomoci které se z tkané ziskda pouze Cisté
amyloidové depozitum a ostatni tkanové komponenty (které jsou vétSinou zastoupeny
v pfevazujicim mnozstvi) se odstrani (4). Spojeni LMD s LC/MS zasadnim zplsobem zvysuje
senzitivitu a specificitu typizace amyloidovych fibril a je v soucasnosti dirazné doporu-
¢ovand, pokud neni na daném pracovisti dobfe zavedenad typizace pomoci imunohistochemie

¢i imunoelektronové mikroskopie (34).

Zpracovani tkariového vzorku pro LC/MS analyzu zadina extrakci proteint a jejich digesci
trypsinem na jednotlivé peptidy. Nasleduje separace pomoci kapalinové chromatografie
a detekce pomoci hmotnostniho spektrometru. Cely proces ve vsech krocich zastituje vysoce
specializovany software. Vysledkem této analyzy je seznam vSech protein(, ze kterych
vySetifovany vzorek sestava, a to na zakladé identifikace peptidG. Pfi zavére¢ném hodnoceni
se pouziva tridéni na zakladé jejich objemového zastoupeni ve vzorku ¢i vztahu k amylo-
idovym depozitim. Nékteré typy softwaru umoznuji analyzu proteinového slozeni i dle
posouzeni mutovanych forem amyloigennich proteind (hereditarni varianty amyloiddzy), coz

se nasledné potvrzuje genetickym vySetifenim pacienta.

Pokud poodhlédneme od prvotni motivace pouZiti MS metod, kterou bezesporu je
presnd diagnostika a typizace, hraje MS technologie neméné dileZitou roli v odhalovani

novych variant amyloiddzy a také k lepSimu porozuméni patogeneze onemocnéni.
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3.VysSetfovany material

Pfedmétem vysetfeni na pritomnost amyloidu muze byt jednak vzorek s ndhodnym
nalezem amyloidu ve tkani odebrany za jinym diagnostickym ¢&i Ié¢ebnym ucelem nebo
vzorek od pacienta se suspekci na amyloiddzu. V pfipadé podezieni je indikovan nejdfive
necileny odbér (podkoZni tukova tkan, drobna Zlazka z oblasti rtu, sliznice rekta ¢i vzorek
z jazyka). Pokud v tomto vzorku neni amyloid pfitomen a klinicky stav pacienta je vysoce
suspektni z amyloiddzy, indikuje |ékar cileny odbér organu, jehoz postizeni je dominantni

(srdce, ledvina).

4. Koprecipitované molekuly

Je dobfe znamo, Ze amyloidové depozitum je kromé fibrilarniho proteinu sloZeno
z dalSich pfidatnych molekul. Nékteré z nich se v amyloidu vyskytuji konstantné (napt. sérovy
amyloidovy protein P — SAP a glykosaminoglykan heparansulsfat), jiné ptredstavuji nepravi-
delnou slozku (napf. al-antichymotrypsin, apolipoprotein E — apoE, apolipoprotein Al —
apoAl, apolipoprotein A4 —apoA4), (1), (3), (4), (6). Asociace téchto molekul s amyloidovymi
depozity je dobfe znama, nicméné jejich presna funkce, prediktivni ¢i prognostickd hodnota

nejsou zatim ptilis dobre prozkoumany.

4.1 Sérovy amyloidovy protein P (SAP)

SAP je homopentamericky glykoprotein fyziologicky pfitomny v lidské plazmé a spolu
s C-reaktivnim proteinem patfi do rodiny pentraxinovych proteinli. Pro tyto proteiny je
charakteristicka kalciova vazba. Pokud se SAP navdze na amyloidové fibrily (vazba je pevn3,
ale reverzibilni), ziska tim amyloidové depozitum stabilitu a lepsi odolnost vici proteolyze
a fagocytujicim burikdm (3). Na rozdil od ostatniho abnormalniho proteinového materidlu
neni amyloid fyziologickymi mechanismy odstrafiovan z extracelularniho prostoru, protoze
nespousti bunécnou ani zdnétlivou reakci (35). Pro svou uniformni pfitomnost ve vsech
typech amyloidu byl SAP zvaZovan jako potencialni terapeuticky cil. Tato imunobiologicka
|é¢ba spociva jednak v depleci SAP z plazmy (latkou [(R)-1-[6-[(R)-2-carboxy-pyrrolidin-1-yl]-
6-oxo-hexanoyl]pyrrolidine-2-carboxylic acid; CPHPC) a nasledné v aplikaci anti-SAP proti-
latky, kterd spousti makrofagickou reakci, jejimz vysledkem je odstranéni amyloidovych
depozit (35), (36), (37). Opakované podani této dvojice novych |éCiv ma dle nejnovéjsich

studii potencial ke zlepseni vysledk(l pacientd se systémovou amyloidézou (38).
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Podrobna znalost presného slozeni amyloidovych depozit umozZnila definovat
»proteomicky amyloidovy podpis” pfi vySetfovani aspirat(i tukové tkané, ktery dokaze odlisit
vzorek obsahujici amyloid od vzorku negativniho. Detekce alespon dvou ze tfi proteint (SAP,
APOE a APOA4) svédc¢i pro pritomnost amyloidu ve vySetfované tkani se senzitivitou

podobnou barveni Kongo ¢erveni (5).

4.2 Heparansulfat

Heparansulfat (nékdy uvadény jako heparansulfat proteoglykan) se ucastni patogeneze
AA amyloiddzy a jeho pfitomnost ve vSech amyloidovych depozitech i s jinymi amyloido-

tvornymi fibrilarnimi proteiny svédci o jeho univerzalni funkci v amyloidogenezi (1).

5. Nejcastéjsi typy amyloiddzy
5.1 AL amyloidéza

Amyloidéza vznikajici na podkladé lehkych fetézch imunoglobulinu je nejcastéjSim
typem amyloidézy v nasi oblasti a je fazena do skupiny plazmocelularnich dyskrazii. Pfesna
incidence v Ceské republice neni presné zndma, ale ptiblizny odhad Ize uginit p¥i znalosti
incidence vjinych zemich, napf. v USA je uvadéna 5,1 az 12,8/1 mil. obyvatel za rok,
v zapadni Evropé 0.8/100 000 obyvatel za rok (39), (40). V nasi populaci lze proto odhadnout

priblizné sto novych pacientd za rok.

Al amyloidéza mUzZe byt asociovana s mnohocetnym myelomem (asi v 10-20 %), nebo
vzacnéji s lymfoplazmocytarnim ¢i jinym nonhodgkinskym lymfomem (41), (42). Depozita
amyloidu vznikaji z kompletnich molekul ¢i fragmentl lehkych tetézcli, které jsou
produkovany klonalnimi plazmatickymi burikami. Tyto plazmocyty produkuji castéji Ig
lambda nez Ig kappa. Amyloid lambda se predileké¢né uklada v ledvinach a AL kappa castéji
postihuje gastrointestinalni trakt a jatra (43). Pacienti s Al amyloidézou maji typicky
postizeny ledviny, srdce, jatra a periferni nervovy systém (44), (43). Srdecni postizeni se
vyvine az u 90 % nemocnych a az v 50 % pfipadl je jiz vdobé diagndzy pritomna klinicka

symptomatologie s diastolickym srde¢nim selhanim (44).

Progndéza pacientl s AL amyloiddzou je nejvice uréena pravé postizenim srdce a tento
fakt zCasti urcuje |éCebnou strategii (45). Lécba pacientll s AL amyloiddzou je zamérena na

eliminaci monoklonalni plazmocytarni populace, obvykle chemoterapii, imunoterapii nebo
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autologni transplantaci kostni difené. Pravé tato ndrocnd Iécba je dostatecnym zdUvodnénim

nutnosti naprosto pfesné diagnostiky a typizace amyloidu.

5.2 Transthyretinova amyloidéza

Tento typ amyloiddzy se vyskytuje jako ziskané i dédicné onemocnéni. Ziskana forma
vznika na podkladé wild-type proteinu transthyretinu (TTR), u dédi¢né formy je dosud
popsano vice nez 130 amyloidogennich mutaci (46). Transthyretin je homotetramerni
protein fyziologicky pfitomny v krvi, je produkovan dominantné hepatocyty, v mensim
mnozstvi také v plexus choroideus a retiné. Pravé disociace homotetrameru v monomery je

patognomicka pro vznik onemocnéni.

Ackoliv se jednd o nejcastéjSi hereditarni amyloidézu, je to vzacné onemocnéni
endemického charakteru. Vyskytuje se nejvice v Portugalsku, Svédsku, Brazilii, na Kypru,
Mallorce a v Japonsku, (47) (48). Penetrance a fenotypova variabilita jsou zavislé na typu
mutace. Klinické projevy tvofi spektrum, na jehoZ okrajich nachazime familidrni amyloidovou
polyneuropatii (mutace Val30Met) a na druhém familidrni amyloidovou kardiopatii (mutace
Vall22lle), se spoustou prekryvnych obrazl mezi nimi (47). Jde ¢asto o multisystémové
onemocnéni s progresivnim charakterem a koncici smrti v prdméru po 10 letech (49), (50).
Lécba TTR amyloiddzy vsak dosahla v poslednich letech velkych pokrok( a vyrazné ovlivnila
jak kvalitu, tak délku Zivota nemocnych. Lécéiva se zaméruji na stabilizaci tetrameru
transthyretinu ¢i pfimo na ovlivnéni genetické pfic¢iny ¢i patologické proteinové produkce
(tato terapie tak nabyva charakteru kauzdlni 1é€by), ve kterém se pouzivaji preparaty na

principu RNA interference ¢i antisense oligonukleotid( (50)

Forma ziskaného onemocnéni transthyretinové amyloiddzy je také nazyvana senilni, coz
odrazi skutecnost, Ze se projevuje ve vysokém véku (nad 60 let), a je predilekéni u muzd.

Dominujicim postizenym organem je srdce. (51)
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5.3 AA amyloiddza

Amyloiddza typu AA je spojena s dlouhodobé zvysenou hladinou sérového amyloidového
proteinu A (SAA), coZ je doprovodny jev u chronickych infekci, chronickych zanétlivych
chorob ¢i nékterych dédi¢nych syndromid (52). Ackoliv zvySeni hladiny SAA je pro vznik
choroby krucialni, ne u vSech pacientd se zvySenou hladinou SAA se nemoc rozvine. Samotny
vznik AA amyloiddzy je ovlivnén i dalSimi faktory, napf. nékteré genetické vlivy jiz byly

popsany (53), (54)

Mezi hlavni klinické projevy patfi postizeni ledvin, pficemZ proteinurie je pfitomna
v 95 % pripadl jiz v dobé stanoveni diagndzy a determinuje progndzy nemoci. Amyloid AA
typu vSak muZe byt pfitomen prakticky ve vSech organech a podminiovat tak mnohocetné

symptomy pacient (54).
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6. Experimentalni cast
6.1 Uvod

Vroce 1973 publikoval Westermark novou metodu pro diagnostiku pacientli se
suspektni systémovou amyloidézou — aspiraci podkoZzniho tuku (subcutaneous fat aspiration,
SFA) (55). Tento pfistup znamenal pro pacienty zdsadni zménu. Vysoka senzitivita (liSi se dle
jednotlivych studii v rozmezi 14% az vice nez 90% (56)) a specificita, nizké naklady na
provedeni a minimalni zatéz pro pacienty déla z tohoto pfistupu idedlni diagnosticky nastroj.
Oproti tomu cilené biopsie postizenych organ(i (srdce, ledviny, jatra) jsou zdrojem
nezanedbatelného rizika komplikaci pro pacienta a také jejich indikace je ¢asto omezena.
| pres to, Ze SFA metoda byla popsana jiz pfed mnoha desetiletimi, jsou organové biopsie

stdle naduzivané (57).

Navzdory jednozna¢nym vyhodam existuji také limitace v podobé nizké senzitivity pfi
pouziti SFA. Ta nastdva zejména v pripadé celotélové malého mnoZstvi amyloidovych depo-

zit, u pacientl s transthyretinovou amyloidézu ¢i predominantné kardidlnim postizenim (56).

V ramci vysSetfovacich metod aplikovanych na vzorky ziskané pomoci SFA, je moiné
pouzit vétSinu bézné aplikovanych postupll — svételnd a polarizaéni mikroskopie tukovych
natéri barvenych koniskou cerveni, elektronovd a imunoelektronovd mikroskopie,
fluorescence Kongo cervené, imunofluorescence, méreni proteinové koncentrace pomoci
metody ELISA, analyza metodou Western blott nebo nejmodernéjsi proteomicka analyza
kapalinovou chromatografii spfazenou s hmotnostni spektrometrii LC/MS (29), (58), (59),

(60), (61), (62), (5).

ZvysSe jmenovanych metod je jednoznacné nejjednodussi i nejlevnéjsi mikroskopie,
provadéna i s polarizacnim vysetfenim Kongo cerveni barvenych fezll. Pokud je pouzita
modifikovand metoda barveni Kongo cervené podle Puchtlerové, poskytuje metoda

spolehlivy vysledek bez fale$né pozitivity kolagenu ¢i podobnych tkanovych soucasti (15).

Proteomickd analyza vzorkll pomoci hmotnostni spektrometrie je napfi¢ rlznymi
tkanémi povazovana za nejspolehlivéjsi technologii ve srovnani s konvenénimi barvicimi
metodami (5), (63). Jako amyloidotvorny protein je oznacen protein nejvice zastoupeny ve

vzorku, pricemz musi byt pritomny také dalsi proteiny tzv. amyloidového podpisu (5).
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6.2 Cile studie

Prace se zabyva systémovou AL amyloiddzou a jeji diagnostikou z materidlu podkozniho

tuku. Jednotlivé dil¢i cile Ize shrnout nasledovné:

1. Prdce srovnava jednotlivé vysSetrfovaci pfistupy, konkrétné mikroskopické vysSetreni
natérl podkozniho tuku barvenych Kongo cerveni a proteomickou analyzu pomoci
LC/MS.

2. Ddle se zamérfuje na analyzu pridatnych koprecipitovanych proteint amyloidu.

3. Ve studii je ovéfena metodika vytvoreni cytobloku z ¢asti odebraného materidlu a jeji
vhodnost k provedeni imunohistochemického vysetreni, kterd tak spojuje vyhody
cytologického materidlu a imunohistochemické analyzy a rozsifuje spektrum
moznych metod proveditelnych z jediného odebraného vzorku.

4. Praktickym vystupem je formulace doporuceného diagnostického algoritmu z jedi-
ného odebraného vzorku za ucelem nejvhodnéjSiho poméru ndkladl a vypovédni

hodnoty.

6.3 Material a metody
6.3.1 Vybér pacientt, aspirace podkozniho tuku, Kongo barveni

Do studie bylo zafazeno 34 pacientll, osmnact Zen a Sestnact muzl ve véku od 37 do
79 let, ktefi podstoupili tenkojehlovou biopsii podkoZzniho tuku na Hemato-onkologické
klinice FNOL v ramci standardniho vysSetfovaciho procesu pfi podezfeni na systémovou
AL amyloidézu nebo béhem sledovani v pribéhu lécby. Vsichni pacienti pred odbérem

podepsali informovany souhlas s odbérem i s publikaci anonymizovanych vysledk.

Diagndza systémové amyloidézy byla u pacientl stanovena na zédkladé prikazu amyloidu
alespon ve dvou tkanovych vzorcich v rdmci kompletni diagnostiky (napf. véetné bioptického

vysetieni) a korelaci vysledkd s podrobnym klinickym vysetienim.

6.3.2 Tenkojehlova aspirace podkozniho tuku

Vykon tenkojehlového odbéru podkozniho tuku je rychly a snadny a muze byt proveden
ambulantné. Je tfeba pacienty poucit, Ze po odbéru mohou kratkodobé pocitovat bolest
v misté vpichu a mlzZe se zde objevit také hematom. Odbér se provadi vlevo ¢i vpravo ve

vzdalenosti cca 7-10 cm od pupku po predchozim lokdlnim znecitliveni. Béhem odbéru

21



mohou nastat dvé komplikujici situace. MGzZe dojit k ucpani odbérové jehly ¢i ke kontaminaci

odebiraného materialu vétSim mnozstvim krve pfi poruseni cévy.

Aspirovana tukova tkan je nasledné nanesena v tenké vrstvé na podloZzni skla (s vyuZitim

komprese).

6.3.3 Specialni barveni Kongo cerveni

PodloZni skla stukovou tkani jsou prelita chlazenym alkoholem za uUcelem fixace
materidlu. Nasledné probiha specialni barveni. Nejprve se aplikuje Mayer(v hematoxylin
k obarveni jader pfitomnych bunék, nasleduje barveni alkoholovym alkalizovanym roztokem
chloridu solného a alkoholovym alkalizovanym roztokem Kongo cervené. Po diferenciaci

a odvodnéni se natéry prekryji krycim sklem.

6.3.4 Svételna a polariza¢ni mikroskopie

Po nabarveni Kongo cerveni probiha vysetfeni v klasickém svételném mikroskopu,
v némZ jsou amyloidova depozita zndzornéna jako syté riZova az oranzova. Pro jednoznacné
potvrzeni, ze jde o amyloid, je nutné umistit vzorek mezi dva polarizacéni filtry (zvané
polarizadtor a analyzator), které pfi vzajemné kolmé roviné (tzv. Cross-Nikolova poloha, zorné

pole co nejvice ztmavne) znazorni amyloidova depozita diky dvojlomu svétla.

Hodnoceni mnozZstvi pfitomného amyloidu probiha semikvantitativné:

negativni

pozitivni 1+ (plocha Kongo-pozitivhiho materidlu je do 1 % plochy vySetfovaného vzorku)
pozitivni 2+ (plocha Kongo-pozitivnhiho materidlu je 1 — 10 % plochy vySetfovaného vzorku)
pozitivni 3+ (plocha Kongo-pozitivniho materialu je 10 — 60 % plochy vySetfovaného vzorku)

pozitivni 4+ (plocha Kongo-pozitivniho materialu je nad 60 % plochy vysetfovaného vzorku)
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6.3.5 Cytoblok — zhotoveni, imunohistochemické vysetreni

Tkan pro cytoblok je standardné dodavana jako suspenze ve formalinovém roztoku.
Pfiprava tkané ve formeé cytobloku zahrnuje nasledujici kroky:

1. centrifugace 5 min pfi 3000 otackach/min

2. odsati prebytecné tekutiny nad sedimentem

3. pfidani fixativa (fixa¢ni tekutina SUSA), fixace do druhého dne

4. vytvorena srazenina se prenese do plastové kazetky a umisti do roztoku 90% alkoholu
s Lugolovym roztokem, kde je ponechdna do dalSiho dne

5. preneseni materidlu do formalinu

6. vloZeni do tkdarnového procesoru, ndasleduje klasicky postup vytvoreni parafinového

bloku

6.3.6 Proteomicka analyza

Vzorky tukové tkané byly zpracovdny pro LC-MS analyzu pomoci nasledujiciho
protokolu. Po odbéru aspiratu tukové tkané byl vzorek zmrazen na teplotu — 20°C. Vzorek byl
rozmrazen a poté byl promyt 100 mM Tris pufrem o pH 8,5; pfipadné erytrocyty ve vzorku
byly lyzovany erytrocytarnim lyzaénim pufrem (Qiagen) na ledu po dobu 15 min (5). Tukova
tkan byla homogenizovana po dobu 3 min (f = 1/30) ve 100 pl lyza¢niho pufru (1% SDC,
10 mM TCEP, 40 mM CAA, 100 mM Tris o pH 8,5) a lyzovana zahtatim pfi 95°C po dobu
10 min. DNA byla ve vzorku fragmentovana pomoci sonikace (10 cykl, 30 s — ON/OFF).
Proteiny byly Stépeny pomoci 0,5 pg Trypsin/Lys-C enzymové smési pfi 37°C po dobu 3 h.
Stépeni proteintl bylo zastaveno okyselenim vzorku na pH 2. Pfed dal$im pokracovanim bylo
nutné odstranit SDC ze vzorku extrahovanim do ethylacetatu. Vodnda faze s peptidy byla

pouzita k precisténi peptidl na Spi¢kach s C18 (63).

Chromatografie na obracenych fazich byla provedena na pfistroji UltiMate 3000
RSLCnano systému spojenym s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Fusion Tribrid pfes
ioniza¢ni zdroj EASY-sprej. Pfiblizné 1 pg peptidové smési vzorku byl nastfiknut a pre-
koncentrovan na trap-koloné (C18, 100 um x 2 cm) pomoci mobilni faze A. Mobilni faze A
byla sloZzena z 0,1% kyseliny mravenci ve vodé a mobilni faze byla slozena z 0,1% kyseliny
mravenci v acetonitrilu. Peptidy byly separovany na EASY-sprej koloné (C18, 75 um x 50 cm)
pomoci gradientu z 2% na 35% mobilni faze B po dobu 60 min pfi pritoku 300 nl/min. Poté
byla kolona promyta 95% mobilni fazi B po dobu 5 min a ekvilibrovdana pomoci 2% mobilni
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faze B po dobu 20 min. Hmotnostni spektrometr sbiral data v DDA médu pomoci univerzalni
metody pro peptidovou identifikaci (64). Namérena data byla zpracovdna v programu
MaxQuant (65). Lidska UniProt databaze byla pouzZita k prohledani namérenych dat s pred-
nastavenym specifickym Stépenim pro trypsin a s povolenim max. 2 vynechanych Stépnych
mist. MS1 tolerance pro peptidy byla nastavena na 20 ppm a MS2 tolerance pro fragmenty
byla nastavena na 0,6 Da. Jako variabilni modifikace byly nastaveny oxidace metioninu
a acetylace N-terminalniho konce peptidu. Jako fixni modifikace byla nastavena karbamido-
methylace cysteinu. Byla pouzita funkce ,,Match between runs®. FDR pro identifikaci peptid(

a proteind bylo nastaveno na hodnotu 0,01.

Pro kazdy vzorek byl vytvofen proteomicky expresni profil vytvofeny ze vsech
identifikovanych proteind. Amyloidni fibrilarni proteiny a proteiny podilejici se na tvorbé
amyloidu byly vybrany a filtrovany od vSech ostatnich protein(. Podtyp amyloidu v daném

vzorku urcil nejvice abundantni amyloidni fibrilarni protein.

Obrazek ¢. 1: Schéma prubéhu proteomické analyzy.

Vzorek tukové tkané je
promyt pufrem lyzujicim
erytrocyty

Lyza, denaturace,

~ redukce a
W alkylace

Vzorek tukové
tkané je
promyt pufrem
(100mM Tris
buffer)

Proteomicka
laborator

Odbér v nemocnici
/ Natraveni
‘ |
Purifikace

| Bioinformatika | | LC-MS analyza ‘ peptidd
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6.3.7 Sledované parametry

U kazdého z pacientl zafazenych do studie byly zjistény nasledujici hodnoty:
Celkova bilkovina v séru (g/I).
Karnofského skore.
Performance status dle WHO.
Pfidruzené B-lymfoproliferativni onemocnéni.

Typ sérového M-proteinu.
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6.3.8 Statisticka analyza

Data byla zpracovana ve statistickém softwaru R, ver. 3.5.0 (www.r-project.org),
diagnostické testy byly vyhodnoceny a porovnany funkcemi z R balicku DTComPair, ver.
1.0.3. Hodnoty spojitych proménnych byly charakterizovany prostfednictvim kvantilQ
(1. kvartil, median, 3. kvartil), resp. priméru a smérodatné odchylky (SD). Kvalitativni
proménné byla reprezentovany jako absolutni a relativni ¢etnosti. Odhadnuté charakteristiky
diagnostického testu — senzitivita (SE), specificita (SP), negativni prediktivni hodnota (NPV)
a pozitivni prediktivni hodnota (PPV), byly uvedeny spolu s 95% konfidencnim intervalem
(Cl). Porovnani distribuce véku a hodnot celkového sérového proteinu ve skupinach pacientt
dle diagndzy systémové amyloidézy bylo provedeno prostfednictvim Studentova t-testu,
pficemZ predpoklad normality byl ovéfen pomoci Shapirova-Wilkova testu. Pro analyzu
kontingencnich tabulek byl vyuzZit Pearsonlv chi-kvadrat test, resp. Fisher(iv exaktni test.
Statistickd vyznamnost rozdilu prediktivnich hodnot diagnostického testu (NPV, PPV) byla
testovdana pomoci generalized score statistic tak, jak je tato metoda implementovana
v R balicku DTComPair. Hladina vyznamnosti pro vSechny statistické testy a odhady intervalu

spolehlivosti byla nastavena na 5 %.

6.4 Vysledky

Ve skupiné 34 pacientll byla u osmndcti z nich prokdzana systémova amyloidéza.
V Sestndacti vzorcich amyloid pfitomen nebyl, z toho u ¢tyfech pacientl byla diagnostikovana
lokalizovana amyloidéza a ve dvanacti pfipadech vySetfeni neodhalilo Zadnou z forem

amyloidézy.

Sledovanim asociovanych hematologickych onemocnéni byla zjiSténa pritomnost
B-lymfoproliferativni choroby u 66,7 % ptipad( (12 pacient(), pficemz nejéastéji se jednalo
o mnohocetny myelom (v 11 ptipadech) a vjednom ptipadé o lymfoplazmocytarni

lymfom/Waldenstromovu makroglobulinemii.

Ve dvandcti pfipadech obsahovaly vzorky krevni kontaminaci, ackoliv makroskopicky pfi

odbéru toto nebylo patrné.

Hodnoty celkové bilkoviny nevykazovaly signifikantni rozdily (Student(v t-test, p=0,138)

mezi pozitivnimi (tj. pacienti s dg. systémové AL amyloiddzy) a negativnimi vzorky, se
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stfednimi hodnotami 66,4 g/l (negativni) a 59,8 g/| (pacienti se systémovou AL amyloidézou).

Obdobné nebyla prokazana signifikantni odliSnost v ukazatelich Karnofského index a WHO

performance status.

Tabulka €. 3: Souhrn charakteristik a vysledku dle statistické analyzy.

systémova amyloid6za
negativni pozitivni p-value total
Median 65 (58.25- |62.5 (55.25- 63.5 (55.25-
vék (925-q75) |70) 67.75) 0.991* [69.75)
mean (SD) |62 (12.7) 62 (9.6) 62 (10.97)
pohlavi i/m 7/9 11/7 0.504% |18/16
. neg./poz.
B-lymfoprolife- -\ vanpL 11/54/1) |6/12 (11/1) |o.0sa®  [17/17 (15/2)
rativni onemocneni
WM)
Celkova sérova Median ~ 166.6(62.9- 160.1 (46- 64.8 (53.8-74)
bilkovina (/1) (q25-q75) |71.85) 73.65) 0.138* | ¢ (12.69)
& mean (SD) |66.4(9.38) |59.8 (14.48) e
Karnofského index |[<80/280  |2/11 3/12 1% 5/23
::’a':gsperf”ma“ce 0/1/2/3  |3/8/1/1 4/8/3/0 0.7995" |7/16/4/1
SAP neg./poz. |4/12 0/18 0.039" |5/30
ApoE neg./poz. |2/14 0/18 0.214" [3/32

* Studentqv t-test

* pearsoniiv chi kvadrdt test
" Fisherdv exaktni test

Ve skupiné 18 pozitivnich vzork( se nachdzelo 17 pacientl s AL amyloidézou lambda
a pouze jediny AL kappa, cozZ je zcela v souladu s literarnimi Udaji o prevladajicim typu AL

lambda.

Pfi porovnani paraproteinu (lehky retézec kappa nebo Ilambda, M-protein)
detekovaného laboratorné v séru a proteomickym stanoveni amyloidogenniho lehkého
fetézce v analyzovaném vzorku podkozniho tuku pomoci LC/MS byla zjisténa shoda v 94 %
(16/17 vzorkud). LC/MS metoda identifikovala v nékterych pripadech kombinaci amyloidu
z lehkych a tézkych retézct imunoglobulind (tedy kombinaci AL a AH amyloiddzy), a to diky
vysokému a v minorité pripadl také dominantnimu zastoupeni tézkych retézcl ve vzorku.

Jeden ze dvou vzorkd, kde nebyla nalezena shoda, byl kontaminovany krvi, a ve vysledku byl
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jako lehky retézce stanoven Ig kappa, ackoliv pacient ma AL amyloiddzu lambda. V druhém
pripadé probéhlo vysetfeni po 1éCbé a u pacienta s IgA lambda v séru stanovila LC/MS jako

dominujici fibrildrni protein IgG.

LC/MS analyza je robustnim nastrojem, ktery umoiZniuje detekci kompletniho
proteinového spektra ve vzorku. Proto jsme se ve studii zaméfili také na koprecipitované
proteiny, které jsou dllezitym indikatorem pro celkové posouzeni proteinového spektra. Ve
shodé s ocekavanim obsahovaly vSechny vzorky od pacient(l se systémovou AL amyloidézou
oba jak SAP tak apoE. Tyto dva proteiny byly vybrany jako reprezentativni zdstupci
pfidatnych amyloidovych protein(i. Na druhou stranu, oba tyto proteiny byly az na jedinou

vyjimku pfitomny také ve vSech vzorcich od negativnich pacient(.

Pfi porovnani vysledkli stanoveni diagnézy amyloiddzy ziskanych obéma metodami
nachdzime odliSnosti v senzitivité i specificité. Zatimco mikroskopické vysetieni vykazuje
100% specificitu a 94% senzitivitu, specificita LC/MS analyzy dosdhla pouze 81 % pti 100%
senzitivité. Pozitivni prediktivni hodnota byla nizsi u proteomické analyzy (86 %) ve srovnani
s mikroskopii (100 %), avsak negativni prediktivni hodnota nevykazovala signifikantni rozdily
(generalized score statistic test method, p=0.302). Rozdil v pozitivni prediktivni hodnoté byl

signifikantni na 10% hladiné vyznamnosti (generalized score statistic test method, p=0.061).

Tabulka €. 4: Srovnani vysledki ziskanych obéma metodami — mikroskopickym vySetfenim
a proteomickou analyzou LC/MS. Cl= konfidencni interval

specificita senzitivita pozitivni negativni procento
95 % Cl 95 % Cl prediktivni prediktivni spravné
S ? S ? hodnota hodnota urcenych
vzorkd
s 95 % Cl s 95 % Cl
mikroskopie | 100 % (100 %, | 94 % (84 %, 100 % (100 %, 94 % (83 %, 97.1%
100 %) 100 %) 100 %) 100 %)
LC/MS 81 % (62 %, 100 % (100 %, | 86 % (71 %, 100 % (100 %, | 91.2%
100 %) 100 %) 100 %) 100 %)

Metodou mikroskopie bylo spravné diagnostikovdno 33 z celkovych 34 vzork( (97 %),

pricemz proteomicka analyza byla Uspésna v 91 % (31 vzork(). Proteomicky byly tfi vzorky

falesné pozitivni, ani jeden nebyl faleSné negativni. Mikroskopicky byl jeden vzorek falesné
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negativni a Zadny falesné pozitivni. VSechny problematické vzorky ve smyslu falesné

pozitivity se vyskytly spolec¢né s kontaminaci vzorku krvi, coz povazujeme za pficinu.

Obrazek €. 2: Natéry podkoini tukové tkané barvené Kongo cerveni, puvodni zvétseni

100x.

Kongo-pozitivniho materidlu je nad 60 % plochy vysetfovaného vzorku). Obrdzky B, D, F
zndzornuji polarizacni vysetreni. Odlisné barevné spektrum v polarizacnim vysetreni (srov.

obrdzek D a F) je zplsobeno odlisnou tloustkou tukové tkané/amyloidu.
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Cytobloky vytvorené v rdmci pilotni studie u dvou pacient(l z ¢asti odebraného materidlu
aspiratu tukové tkané obsahovaly reprezentativni material v dobré prehlednosti a vysetfi-
telnosti. Z cytoblokl byly zhotoveny fezy k provedeni zakladniho, specidlniho a imunohisto-
chemického vysSetfeni. MnoiZstvi tkdané, a¢ dosahovala velikosti fadu pouze milimetru
v nejvétsim rozméru, bylo pro vSechna tato vySetfeni dostacujici. V porovnani s natérovymi
preparaty je prehlednost tkané cytoblokovych fezll vyrazné lepsi, tkan je rovnomérné
prostoroveé rozloZzena a diky tenkému Ffezu je pfitomna nejvysSe jedna vrstva tukovych bunék.
Nenachazime zde artefakty, jako jsou prelozené casti tkané za vzniku oblasti o vysoké
tloustce, které jsou pro diagnostické ucely nevhodné az nepouZitelné (arteficielné vychy-
tavaji barvivo). Velmi dobfe jsou zastizeny také cévy, které jsou v morfologické diagnostice
amyloiddzy dulezité. Dobre zretelné cévni struktury se v natérech tukové tkané nenachazeji.
Ani jeden zpacientl, od kterého byla tkan do cytobloku zpracovana, bohuzel nemél
diagnostikovanou systémovou amyloidézu, vzorky byly proto negativni. Abychom ovéfili
moznost provedeni imunohistochemického vysetreni, aplikovali jsme protilatku proti S-100
proteinu, ktery je exprimovan adipocyty, a to cytoplazmaticky. Vysledek IHC barveni byl

vysoké kvality, srovnatelné s klasickou biopsii.

Obrazek €. 3: cytobloky.

Obr. 3.1 Tkanové rezy z cytobloku, A-C.

A B G ¢

Barveni Kongo cerveri, ptvodni zvétseni 40x (A) a 100x (B), s méritkem. V obr. A je zastiZzena
vzorném poli celd plocha tkané. V obr. (C) zndzornéno imunohistochemické vysetreni
s protilatkou anti-S100, cytoplazmatickd pozitivita, pavodni zvétseni 100x.
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Obr. 3.2 Tkanové fezy z cytobloku, D-G.

Barveni Kongo cerven, puvodni zvétseni 100x (D) a 200x (E). V bloku D zastiZeny cetné
priarezy cévami. V imunohistochemickém vysetreni s protildtkou anti-S100, cytoplazmatickad
pozitivita, plvodni zvétseni 100x(F) a 200x (G).

32



Obr. 3.3 Natéry tukové tkané, I-J.
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Barveni Kongo Cerveri, plvodni zvétseni 40x (I) a 200x (J). Tkan vykazuje artefakty v podobé
preloZenych okraju.

6.5 Diskuze

Studie méla zodpovédét na otazku, zda je mikroskopické vySetfeni aspiratd tukové tkané
dostatecné spolehlivou metodou v diagnostice systémové AL amyloidézy ve srovnani
s robustni technologii hmotnostni spektrometrie (LC/MS). Zatimco mikroskopické vysetifeni
natérQ podkozniho tuku barvenych Kongo cerveni je celosvétové dostupné v patologickych
laboratofich i toho nejzakladnéjsiho vybaveni, technologické zazemi LC/MS se nachazi pouze

ve velkych vyzkumnych a |ékafskych zafizenich. Je tfeba podotknout, Ze spravné provedeni

obou metod je zavislé na dostatecnych zkusenostech odbornika.

V pripadé mikroskopie je zasadni dodrZet spravny postup barveni za pouZiti spolehlivého
barviciho protokolu véetné pozitivni kontroly. Samotnd mikroskopie vyzaduje zkuseného
patologa, ktery rutinné provadi diagnostiku pomoci polariza¢niho vySetreni, nebot se jedna

o nharocné hodnoceni.
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Obrazek ¢. 4: Natéry podkozni tukové tkané v barveni Kongo cerven.

Obr. A — vzorek hodnoceny jako pozitivni 2+, puvodni zvétseni 200x. Obr. B — vzorek
hodnoceny jako pozitivni 2+, plvodni zvétseni 200x. Obr. C — vzorek hodnoceny jako pozitivni
4+, puvodni zvétseni 100x.
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Nejvétsim nedostatkem mikroskopického vysetieni podkozniho tuku je nemoznost urcit
konkrétni subtyp onemocnéni amyloidézou. Vysledkem je pouze informace, zda je ¢i neni
amyloid pfitomen. Pro zahdjeni |écby tak oSetfujici l1ékatf potrebuje zndat vysledky dalSich
vySetfeni, coZ mUZe byt spojeno s dodatecnymi odbéry tkani (bioptické vzorky). Tato
skutecnost pfedstavuje opakovanou zatéz pro pacienta a je téz spojena s dalsSimi naklady na

zpracovani vzorku a imunohistochemické ¢i imunofluorescencni vysetreni.

V historickém ohlédnuti miZeme nalézt nékolik metod, které umozniuji urceni typu
amyloidu ze vzorku podkozni tukové tkané. Jednd se napf. o Western blotting (61), (62).
imunohistochemie aplikovana na tkdnové rezy z cytobloku (66), imunofluorescence (59),

imunoelektronova mikroskopie (29) a ELISA (60).

Proteomickd analyza pomoci LC/MS umozniuje v jednom kroku provést diagnostiku
pfitomnosti amyloidu i typizaci, o ktery konkrétni typ amyloidu se jedna, navic zaroven urci
celé proteinové spektrum vzorku. Jediné vysetfeni pomoci LC/MS tak poskytne velmi mnoho
podrobnych informaci. Velkou vyhodou je moznost pouziti zmrazeného dlouhodobéji

uchovavaného vzorku.

V nasi studii jsme navazali na praci z roku 2009, Halloush et al. (66), ktera byla dle vSeho
prvni, ktera ovérovala moznost vyuZiti cytobloku v diagnostice amyloidu. Prestoze jde
o metodu snadno aplikovatelnou s dobrymi vysledky, neni literarné Siteji diskutovana. Dle
nasich vysledk( lze zhotoveni cytobloku z aspirdtu tukové tkané velmi doporudit, nebot
prehlednost tkané ve specialnim histologickém barveni Kongo €erven je nesrovnatelné vyssi
kvality neZ v natérech a nejvétSim benefitem je moZnost aplikace imunohistochemického
vySetfeni. Tim se z metody Cisté diagnostické, kterou dosud mikroskopie podkozniho tuku
byla, stava metoda typizacni, srovnatelna s klasickou tkdnovou biopsii, ovSsem s neporovna-

telné vyssim komfortem pro pacienta.

Porovnanim vyhod a nevyhod obou pfistupll — mikroskopie a proteomické analyzy — se
jevi jako idedIni diagnosticky postup spojeni obou do jednoho vysetiovaciho postupu. Lze tak
ucinit paralelné, provést obé metody zaroven, i sériové, tedy nejprve provést klasické
dalsi analyzu — LC/MS. Tato druhd moZnost vychazi jako nejvice prakticky a naklady Setfici

zpusob planovani diagnostického procesu a zaroven lze provést tak, aby pacient byl co
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nejméné zatizen, idealné tedy pouze jedinym odbérem podkozniho tuku. Nase doporuceni je
tedy provést aspiraci podkozniho tuku, ziskany vzorek rozdélit na dvé ¢asti, z prvni ¢asti
zhotovit natéry pro barveni Kongo cerveni a cytoblok a druhou ¢&ast vlozit do zkumavky,
zamrazit a uschovat pro pozdéjsi pouZziti. Pokud je dany pfipad diagnosticky obtizny nebo
amyloid nebyl mikroskopicky detekovan navzdory typickym klinickym projeviim svédcicim
pro amyloiddzu, |lze zamraZeny vzorek zaslat na specializované pracovisté umoziujici analyzu
LC/MS. Diagnostické rozpaky vétsinou budi pfipady koincidence dvou onemocnéni, ktera obé
samy o sobé mohou vyvolat systémovou amyloidézu (napf. pacient s MM/MGUS a chro-
nickou zanétlivou chorobou nebo nosi¢ amyloidogenni mutace v genu pro transthyretin
s nové propuknutou monoklondlni gamapatii). Mezi zcela raritni ptipady patfi vyskyt dvou
rGznych typl amyloidézy u jediného clovéka, coZ reprezentuje skutec¢nou diagnostickou

vyzvu (67).

Mezi dllezité zavéry predloZené studie patfi zjiSténi, Ze i okem neviditelnd kontaminace
vzorku tukové tkané krvi vyznamnym zpUsobem zhorsuje spolehlivost vySetfeni pomoci
proteomické analyzy. Lze proto jen dlrazné doporucit jako preventivni opatfeni zaradit do
rutinniho provadéciho protokolu postupy eliminujici tuto kontaminaci (proplach tkané a lyza

erytrocyt(), nékteré tyto procedury jsou literdrné popsany (62).

V analyze koprecipitovanych molekul byla nase zjisténi prekvapiva nizkou vypovédni
hodnotou pfitomnosti detekovanych protein, nebot vybrané proteiny SAP i apoE byly
rozsahle zastoupeny i ve vzorcich pacientd, ktefi systémovou amyloidézu nemaji. Toto
pozorovani tak zpochybnuje literarné uvadéné vyuziti ,,proteinového podpisu” v diagnostice
amyloidu (5). MUZeme proto uzavrit, Ze absence téchto molekul vyluCuje pritomnost

amyloidu, avsak jejich pfitomnost amyloidova depozita v tukové tkani nepotvrzuje.
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Obrazek €. 5: Doporuceny diagnosticky algoritmus pro tkan ziskanou aspiraci podkozniho

tuku.
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6.6 Zaveér

Na zakladé vysledkl studie i nékolikaleté zkusenosti s vyuzivanim LC/MS metody pfi
vysetfovani pacientl s amyloidézou mlizeme doporudit vsem patologiim, aby se v rutinni
diagnostice zaméfili na jednoduchy diagnosticky postup, kterym bezesporu mikroskopické
vysetfeni natérQ tukové tkané barvenych Kongo Cerveni je, zaroven vsak s kryoprezervaci
malé ¢&asti vzorku nativni tukové tkané pro pripad nutnosti nasledné proteomické analyzy.
Pokud je barveni natér( provedeno kvalitné dle spolehlivého protokolu a samotnou
mikroskopii provadi zkuseny patolog, poskytuje metoda spolehlivou informaci o pfitomnosti
amyloidu ve tkani. Zaroven je vhodné zaradit do metodiky zpracovéani tukové tkané také
zhotoveni cytobloku s adekvatnim specidlnim a imunohistochemickym barvenim. Dle nasich
dlouhodobych pozorovani hraje proteomicka analyza nezastupitelnou roli pfi fesSeni sloZitych
diagnostickych pripadl, zejména takovych, kde standardni postup vysetfeni bioptickych

vzorku selhava.
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Cast 1. Studium metylaénich zmén u mnohoéetného
myelomu
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1. Uvod
1.1 Epigenetické zmény

Epigenetickymi modifikacemi rozumime zmény ovliviiujici expresi gen(, jez nejsou
zakédovany v primarni sekvenci DNA. Zatimco geneticky podminéna dédic¢nost spociva
v pfenosu informaci na zakladé genové sekvence, epigenetika pojednava o dédi¢nych
zménach na posttranslacnich Urovnich genové exprese. Prvni zminky o epigenetickych fakto-
rech, vlivech vnéjsiho prostredi na projev dédi¢nych vlastnosti mizeme spatfit v roce 1942,
kdy Sir Waddington definoval pojem epigenetika (68). Mezi nejlépe prostudované epigee-
tické mechanismy se fadi metylace cytosinu (C) v DNA, modifikace chromatinu a nekdduijici
RNA. Podstatnou vlastnosti epigenetickych zmén je ovlivnéni genové exprese cestou
remodelace chromatinu, vedouci k vytvoreni oblasti chromatinu, které jsou transkripéné
aktivni ¢i inaktivni. Na rozdil od zmén sekvence DNA jsou epigenetické zmény dynamické

a reverzibilni, coZ s sebou nese velky terapeuticky potencial (69), (70).

1.1.1 Metylace DNA

Metylace DNA je nejznaméjSi epigenetickou modifikaci, hraje zcela zasadni roli
v kontrole jaderné architektoniky, jejimz dUsledkem je zména genové exprese (68).
Kovalentni vazba metylové skupiny z donorové slouceniny - S-adenosylmethioninu — na paty

uhlik cytosinu DNA je zprostifedkovana DNA-metyltransferazami (DNMTSs).

Nejcastéji jsou popisovany DNMT1, DNMT3A a DNMT3B. Zatimco exprese DNMT3a
a DNMT3B je spojovana s naddorovou proliferaci a jsou proto oznacovany jako de novo DNA
metyltransferazy, DNMT1 zachovdva metylaéni vzorec po replikaci na nové syntetizovaném

DNA vldkné podle vldkna kédujiciho (68).

Metylace DNA je déj evoluéné konzervovany, pti kterém ovliviiuje 5-metylcytosin (5mC)
transkripéni aktivitu gen(, ktera je dédi¢nd, pfenosna z generace na generaci, aniz by docha-
zelo ke zménam primarni DNA sekvence (71). Metylace cytosin( probiha na 5 cytosinu dinu-
kleotidli CpG, jejichz lokalizace v lidském genomu neni na vlakné DNA nahodna. Dinukleotidy
se vyskytuji v klastrech — shlucich — zvanych CpG ostrlvky, které jsou lokalizovany v oblasti
promotoru aZz u Sedesdti procent genl, zejména genl houskeepingovych a tumor-
supresorovych (72), (69). Za vysoce frekventni vyskyt CpG dinukleotidl je povaZzovan jeden

CpG dinukleotid na deset nukleotid(, coz naznacuje duleZitost metylacnich zmén v ovlivnéni
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exprese gen0. V lidském genomu je metylovano 70 — 80 % dinukleotidd CpG. V savéim geno-
mu se vSak vétSina metylované DNA vyskytuje v oblastech repetitivnich element, které tvori

asi 45 % genomu (72), (73).

Hypermetylace ostravk(i CpG v promotorech pfislusnych gend vede k jejich umlcéeni,
jednd se o tzv. ,silencing”. Genovy ,silencing” se vyrazné uplatiiuje ve dvou situacich. Prvni
z nich je fyziologické umléeni genl, které se zapojuji v ontogenezi jedince. Genomicky
»imprinting“ je specifické oznacovani urcitych sekvenci DNA metylaci a tato modifikace mlze
ovliviiovat transkripci gen(l lokalizovanych v pfislusné sekvenci DNA. Imprintingu genu
pfitomnych na X chromozomu u Zen ¢i tkanové specifickych gend hraje nenahraditelnou roli
v regulaci exprese téchto genl pfi ontogenetickém vyvoji jedince (70). Druhym pfipadem je
klicovy vyznam metylacnich zmén v DNA Usecich promotorovych oblasti zejména tumor-
supresorovych genu vedouci k nddorové transformaci a s tim souvisejicim vznikem a progresi

nadorovych onemocnéni. Fyziologicky jsou ostrivky CpG prevainé hypometylované.

U nadorovych onemocnéni dochazi kromé hypermetylace promotord genl také ke
globdlni hypometylaci genomu, a ta vede ke znacné genomové nestabilité (napf. nadory
prsu, Zaludku, tlustého stfeva a prostaty) (73). Na zvifrecich modelech bylo zjiSténo, ze
globalni hypometylace genomu vede ke zvySeni mutacniho stavu a chromozomové

nestabilité (73).

Naproti tomu hypermetylace promotorovych usekd tumor-supresorovych genu je
typickym znakem nadorové transformace, vede ke sniZeni jejich exprese nebo k umléeni
(silencing) jejich transkripce. Zmény v nadorové patogenezi se tykaji gend pusobicich
v bunécném cyklu, ovliviujicich proliferaci bunék a jejich preZiti, mezibunééné interakce
nebo apoptézu (68). Komplexni metylacni zmény genomu (nazyvané jako aberantni DNA
metylacni vzorec) — globalni hypometylace genomu a lokdlni hypermetylace promotorovych
ostravkl CpG klicovych genl — patfi u nadord k velmi ¢astym molekularnim zménam (73),

(70), (74).

1.1.2 Modifikace histonu
Chemické modifikace histonq, které probihaji posttranslacné a jsou reverzibilni, mohou
mit charakter metylace, acetylace, ubiquitylace, fosforylace, ADP-ribosylace, sumoylace ¢i

deiminace (68), (75).
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Acetylace histonl patfi mezi nejvice prostudované posttranslacni modifikace a hraje
hlavni roli vremodelaci chromatinové struktury a tim v modulaci transkripce genl (68).
Acetylaci katalyzuji histonacetyltransferdzy (HAT), opacny déj potom histondeacetylazy
(HDAC). Transfer acetylové skupiny z acetyl-CoA na lyzinové zbytky histond ma za ndsledek
aktivni genovou expresi a rozvolnény chromatin. Deacetylace plsobi opacné, chromatin je

kondenzovany a transkripcné inaktivni (75).

Metylace histon( je komplexnéjsi déj s ohledem k tomu, Ze muiZe existovat ve formé
mono-, di-, tri-metylace lyzinovych zbytk(l a jako mono-, di-, tri-metylace argininovych
zbytkd. Uroven metylace jednotlivych mist pak definuje kone¢ny efekt tohoto stavu. Existuji
tedy vzorce, které jsou spojeny s aktivni genovou transkripci (H3K4me3, H3K36me3,
H3K79me3, H4R3mel, H4K20mel) a s genovym utlumem (H3K9me3, H3K27me3) (75).
Zatimco metylace DNA je pomérné konstantni, stav histonovych modifikaci je proménlivy
v Case, jednotlivé modifikace se ovliviiuji navzdjem a je popsana komplexni interakce DNA

metylace a histonovych modifikaci za u¢elem regulace genové exprese (75).

1.1.3 Epi-mikroRNA

Molekuly mikroRNA (miRNA) patfi do velké skupiny nekddujici RNA a jejich funkce je
zcela zasadni v mnoha fyziologickych i patologickych procesech, mimo jiné je jejich cilem
MRNA kddujicich genli s negativnim ovlivnénim jejich exprese (68). Pro skupinu miRNA, které
se podili na regulaci epigenetickych procesu se zacal pouzivat nazev epi-miRNA (68). miRNA
ovlinuji jednak tumor-supresorové i onkogenni geny, jednak samotné klicové enzymy
(DNMT, HDAC) a je popsano, Ze jak DNA metylace, tak histonové modifikace zpétné ovliviuji
hladiny miRNA (68). Hypermetylaci zprostfedkovand inhibice tumor-supresorové miRNA-
10b-5p a miRNA-152 vedou k overexpresi jejich cilovych gend — onkogenl DNMT1, BTRC,
MYCBP a E2F3 (68). Z dalSich mUZeme jmenovat miRNA-29b ovliviiujici DNMT3A a DNMT3B

a tim pusobici globalni hypometylaci myelomovych bunék (68).

1.2 Mnohocetny myelom (MM)
1.2.1 Zakladni informace o mnohocetném myelomu

Mnohocetny myelom je nadorové onemocnéni ze skupiny plazmoceluldrnich dyskrazii, jehoz
podkladem je klondlni proliferace neoplastickych plazmocytl v kostni dfeni spojena
s extenzivni produkci nefunkénich monoklonalnich imunoglobulinovych proteinli (76), (68).

Jde o druhou nejéastéjsi hematologickou malignitu v USA a v Evropé, s incidenci pfiblizné
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4/100 000 v Ceské republice a medianem véku v dobé diagnézy okolo 65 let (77) (78). Podle
Mezindrodni pracovni skupiny pro Myelom (IMWG) vyZaduji diagnosticka kritéria 60 % a vice
klondlnich plazmocytl v kostni dieni nebo 10 % a vice klonalnich plazmocytl v kostni dfeni
plus alespon jeden z nasledujicich projevi mnohocetného myelomu: hyperkalcemie, renalni
insuficience, anemie, osteolytické kostni léze (tyto projevy odrazeji pokrocilé organové
postizeni); pomér sérovych volnych lehkych fetézcl (FLC) 2100 nebo vice neZ jedna loZiskova
léze (5mm a vice) zobrazena magnetickou rezonanci (79). Zmény, které pfinesla posledni léta
v diagnostickych kritériich, stagingu onemocnéni a hodnoceni odpovédi na Iécbu, byla

vyvolana rychle pfibyvajicimi modernimi moznostmi Ié¢by mnohocetného myelomu.

Pro nadorové bunky MM je typicka silnd zavislost na prostrfedi kostni dfené, extenzivni

somaticka hypermutace imunoglobulinovych gen( a absence exprese IgM (77).

Podle soucasnych znalosti je mnohocetny myelom biologicky znacné heterogenni

onemocnéni se Sirokym spektrem genetickych i epigenetickych zmén.

1.2.2 Genetické zmény u mnohocetného myelomu

Na rozdil od nékterych jinych hematologickych malignit (napf. chronickd lymfatické
leukemie) neni nadorovy klon MM odvozen od jediné mutace, coz vede k rliznorodosti ve
fenotypu MM (80). Studium genetickych zmén myelomovych nadorovych bunék umoznilo
definovat skupiny pacientl s odliSnym prlbéhem nemoci. Primarni cytogenetické zmény
rozlisuji Ctyfi skupiny nemocnych, a to s trizomii (jednoho ¢i vice lichych chromozom, tento
stav se oznacuje také jako hyperdiploidie), t (11;14), t (4;14) a tzv. MAF MM — zde patfi
translokace postihujici geny MAF, t (14;16) a t (14;20). Déle jsou definovany sekundarni
cytogenetické abnormality, které mohou vzniknout u jakéhokoliv myelomu s primarnimi
cytogenetickymi zménami, k tém patfi napf. zisk 1q, del 17p, mutace p53, del 1p, del 13q
nebo monozomie 13. Tyto zmény modifikuji pribéh nemoci, odpovéd na léc¢bu i progndzu

pacientd. (79)

Nejcastéji ovliviuji cytogenetické zmény lokus pro tézké retézce imunoglobulini (na
chromozomu 14). Geny translokované do této oblasti se tak dostavaji pod vliv silného
promotoru a dochazi k jejich zvysené transkrip¢ni aktivité. Mezi dilezité geny, které jsou
takto ovlivnény, patfi napt. cyclin D1, cyclin D3, FGFR3 a c-maf (68). Ze somatickych mutaci
jsou u MM nejcastéji postizeny geny KRAS, NRAS, FAM46C, DIS3 a TP53 (68).
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1.2.3 Epigenetické zmény u mnohocetného myelomu
S rozvojem studia epigenetickych zmén u myelomové nadorové populace byla zamérena
pozornost na definovani konkrétnich modifikaci, které pfimo pfispivaji k samotnému rozvoji

onemocnéni i nasledné progresi do agresivnéjsich stadii nemoci.

V patogenezi MM byla prokdzdna souvislost metylace DNA, acetylace histon(l a epi-
mikroRNA (68). U mnohocetného myelomu je za duleZity znak v mechanismu epigenetickych
zmén povazovano stanoveni globdlni metylace DNA (téZ globalni metylace celkového

genomu) (80).

Pfi porovnani s normalnimi plazmatickymi bunkami je pro pocatek myelomageneze
typickd globalni hypometylace DNA, kterd dale vykazuje pokles béhem progrese nemocnéni.
Postupné ale dochazi k hypermetylaci promotor( jednotlivych gend s maximem u relabova-
nych ptipadd (68), (81), (80). Premaligni stav MGUS se charakterem epigenetickych udalosti
natolik lisi od MM, Ze je moiné tyto zmény pouZit i diagnostické markery onemocnéni.
Globalni hypometylace se obvykle vyskytuje mimo oblasti CpG (82). Autofi nékterych studii
predpokladaji, Ze casna demetylace repetitivnich elementl je potencidlnim destabilizujicim
faktorem v patogenezi MM, ktery spousti sekundarni genetické zmény vedouci k plnému
propuknuti nemoci (80). Pfi prechodu MGUS do MM byla popsana hypermetylace DNA
uvnitf ostravkll CpG u rady tumor supresorovych genl regulujicich bunécny cyklus

a apoptdzu (80), (82).

Podle aberantni metylace DNA lze podle nékterych studii vy€lenit pacienty s agresivnim
subtypem nemoci. Prognosticky vyznam ma epigeneticky ,silencing” napf. u geni CDKN2A,
GPX3, RSBP1, SPARC a TGFBI, jejichz hypermetylace signifikantné zkracuje celkovou dobu
preziti (68), (83), (80). S horsi progndzou je spojovana také hypermetylace promotoru genu

BNIP-3, p16, E-CAD, DAPK-1, RASSF4, CXCR4, NFKB1) (68), (84), (69).

Metylacni zmény specifické pro rGznd vyvojova obdobi nemoci (od premaligniho stavu
MGUS po plazmocelularni leukemii) je predmétem metylacnich analyz genl a globalniho
genomu (85). Cilem je definovat klicové bunécné udalosti a geny, které diky obrovské
komplexnosti onemocnéni ovliviiuji myelomagenezi. Prikladem jsou reguldtory transkripce
s represivni funkci, geny skupiny Polycomb (PcG). Tyto geny jsou aktivnimi reguldtory

bunécéné proliferace a jejich deregulace je charakteristickd pro vznik a expanzi nddorovych
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bunék. PHF-19, ktery je soucasti Polycomb repressive complex-2 (PRC2), fidi stav a diferen-
ciaci hematopoetickych bunék, mlze byt jednim z klicovych faktor(i po¢atkll myelomageneze
(86). Translokace t (4;14) vede také k nadmérné expresi genu FGFR3 a genu kédujici doménu
SET mnohocetného myelomu (MMSET), jeZ oba vykazuji potencidlni onkogenni aktivitu (1),

(87).

O vyznamu studia aberantnich metylacnich stavl pacientd s MM svédci realizované
klinické studie inhibitord DNA-metyltransferaz (DNMTi) - 5-aza-2"-deoxycytidine (decitabine)
a 5-azacytidin (azacytidine), a inhibitor( histonovych deacetylaz (HDACi) v Iécbé MM, a také
recentni schvaleni panobinostatu (HDACi) v kombinaci s bortezomibem a dexametazonem

pfi lé¢bé relabovaného MM (83).

2. Vybrané metody studia metylacnich zmén genomu

Zmeény metylace genomu lze studovat v rdmci celého genomu ¢i v konkrétnich uUsecich
DNA (napt. promotorech genl apod.). Vybér metody je nejvice ovlivnén cilem dané studie,
ale neméné dllezitymi faktory je také napf. mnozstvi a kvalita dostupné DNA, robustnost
a slozitost jednotlivych metod, poZadovana senzitivita a specificita, dostupnost potfebného

softwaru, nutnost specidlniho vybaveni a v neposledni fadé naklady na analyzu (88).

Stanoveni celkové metylace genomu je dulezité ve vztahu k epigenetickym zménam,
které pfispivaji k nddorové progresi, nebo pfi vyzkumu vlivu pouZitych |é¢iv na zménu
metylacniho stavu (88). Metod, které tuto informaci poskytnou, je velké mnozstvi a rychle
pribyvaji zvlast v poslednich letech. Spektrum technik pro studium konkrétnich mist genomu,
napt. protomor( genda, je vSak jesté Sirsi. Patfi k nim sekvenaéni metody — pyrosekvenovani
nebo NGS (next generation sekvenovani), metylacné specifické PCR ¢&i komparativni
genomové hybridizace. Sekvenaéni metody pro metylaéni analyzy jsou zaloZeny na bisul-
fitové modifikaci analyzované DNA. Pro studium vztahu metylace DNA a metylace histond je

vhodné poutziti chromatinova imunoprecipitace (ChlP).

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
Technika HPLC (vyvinuta v roce 1980), byla dlouhou dobu povazovéna za zlaty standard

pro kvantifikaci celkového mnozstvi deoxycytidinu (dC) a methylcytosinu (5mC)
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v hydrolyzovaném vzorku DNA (88). DNA je hydrolyzovdna na zakladni stavebni prvky —
nukleosidové baze — a studované 5mC a dC chromatograficky separovany a nasledné
zméreny. Pomér 5mC a dC je stanoven pro kazdy vzorek. Nevyhodou je potfeba pomérné
velkého mnoiZstvi DNA (3-10ug) (88). V. mnoha studiich je HPLC vyuZivdna jako srovndavaci

metoda pro novéjsi pristupy (72), (73).

2.2 Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (LC-
MS/MS)
V posledni dobé je to nejcastéji pouzivana metoda pro stanoveni zastoupeni 5mC

v analyzovaném vzorku. Princip metody byl popsan v roce 2005 (71). Pro kvantifikaci 5mC
staci fadové nizsi mnoZstvi DNA, (rutinné se pouziva 50-100ng, ale je moZiné Uspésné
analyzovat i pouhych 5ng DNA) a vysledek neni nepftiznivé ovlivnén Spatnou kvalitou DNA
(88). Problémem zUstava narocnost technického a softwarového vybaveni. Je také dalezitym
faktem, Ze metody zaloZzené na kapalinové chromatografii neposkytnou informaci o tom, na

kterém misté genomu se metylace vyskytuje (89).

2.3 Metody na principu ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Na principu ELISA existuje nékolik komercné dostupnych kitd, které umoziuji rychlé
stanoveni globalni metylace DNA. Jsou vSak nachylné k vysoké variabilité a jsou proto uréeny
pouze pro hruby odhad metylaéniho stavu (88). Princip metody ELISA spociva v oznaceni
5mC primarni protilatkou, jejim prekryti sekundarni protilatkou a nasledné kolorimetrické ¢i

fluorometrické detekci (88).

2.4 Analyzy repetitivnich sekvenci

Repetitivni sekvence tvori asi 45 % lidského genomu a obsahuji velké mnozstvi mist CpG
(az 80 % ze vSech dinukleotidd CpG) (73). Byly proto vyvinuty postupy, které detekuji
metylaéni zmény v oblastech jako jsou napfiklad Alu sekvence, coZ je nejcastéjsi typ
rozptylené repetitivni DNA (SINE, short interspersed nuclear elements) v lidském genomu,
nebo LINE-1 (long interspersed nuclear elements-1), které tvori asi 17 % lidského genomu
(88). Mohou byt zaloZeny i na principu ELISA, ale presnéjsi jsou postupy pouzivajici DNA po
bisulfitové modifikaci s ndslednym sekvenovanim konkrétnich repetitivnich sekvenci (88),

(73), (72).
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2.5 Luminometric Methylation Assay (LUMA)

Metoda celogenomové analyzy metylace DNA poprvé publikovana v roce 2006 je
zaloZena na Stépeni genomové DNA pomoci paru restrikénich endonukledz, z nichZ jeden
enzym je metylaéné senzitivni a druhy enzym nikoliv (90). Ziskané fragmenty DNA jsou
kvantifikovany pomoci luminometrické polymerazové extenze (90).V historickém kontextu
navazuje LUMA na prdci Pogribného z roku 1999, ktery zaved| postup cytosinové extenze —
»Cytosine-extension assay” (91). Jednonukleotidovd extenze probihala u tohoto stanoveni

s vyuZitim radioaktivné znac¢eného [(3)H]dCTP.

Extenze vramci LUMA muze probihat na pyrosekvenacni platformé, ale v principu lze
pouzit jakékoliv zatizeni se svételnym detektorem (luminometr). Enzymovy par isoschizo-
merQ, ktery se nejCastéji pouziva, je endonukledza Hpall (CpG metylacné senzitivni) a endo-
nuklaza Mspl (neni citlivd na metylaci CpG mist), oba enzymy Stépi ve stejné sekvenci C/CGG.
Stépnymi produkty jsou fragmenty s lepivymi konci 5‘-CG. Radioaktivné znageny nukleotid je

u tohoto postupu nahrazen biotinylovanym dCTP (90).

Tretim enzymem, ktery je vreakci pouZit, je endonukledza EcoRl, jejiz aktivita neni
zavisla na metylaci DNA a jeji Stépné misto je mimo oblasti ostravk( CpG (restrikéni misto je
G/AATTC, produktem je 5°-AATT lepivy konec). Jeji funkce je odstranit rozdily v mnozZstvi

DNA vstupujici do reakce, jde tedy o vnitini kontrolu celého procesu.
Princip metody dle Karimi et al (92):

- dvojice vzork(i DNA je nastépena restrikénimi enzymy, v jedné zkumavce jsou k DNA
pridany enzymy Hpall a EcoRl, ve druhé zkumavce pak Mspl a EcoRl
- v pyrosekvendtoru probéhne luminometricka polymerdazova extenze
o pomoci pyrosekvenacni platformy jsou jednotlivé nukleotidy dNTP pfidavany
v presné definovaném poradi, celd reakce probihd pouze ve Ctyfech
pipetovacich krocich (nukleotid ATP je chemicky modifikovany jako dATPaS
[deoxyadenosin alfa-thiotrifosfat], aby nemohl slouzit jako substrat pro
pritomnou luciferazu)
o jakmile je dany nukleotid inkorporovan do fetézce, uvolni se anorganicky
pyrofosfat (PPi), ten je ihned preménén na ATP (v reakci katalyzované ATP-

sulfurylazou)
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o vznikly ATP umoini prfeménu luciferinu na oxyluciferin (za katalyzy

luciferdzou), coz je doprovazenou viditelnym svétlem, které je detekovano

kamerou a vizualizovandno pomoci softwaru jako pik v grafu

o je moZné provést export vysledkll ve formé ciselnych hodnot vysky pikd

v jednotlivych vzorcich a s nimi dale pocitat

- mnoizstvi emitovaného viditelného svétla je pfimo umérné poctu inkorporovanych

nukleotidl (de facto také poctu vzniklych stépnych mist daného enzymu)

- pomoci jednoduchého vypoctu (dosazenim namérenych hodnot do vzorce) se spocita

pomér normalizovanych (tj. vztazenych k hodnotam EcoRl) hodnot Hpall k Mspl

- konec¢ny vysledek ukaze v procentech hodnotu celkové metylace DNA u vysetfo-

vaného vzorku

Genomic DMA
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cleavage

Pyrosequencing

Step 1

Step 2

Step 3

Step 4
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NI 110
LN 108
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or 104
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Obrazek €. 6: Princip metody LUMA.

Prevzato z: Karimi M, Johansson S, Stach D, Corcoran M, Grander D, Schalling M, Bakalkin G,
Lyko F, Larsson C, Ekstrém TJ. LUMA (LUminometric Methylation Assay)--a high throughput
method to the analysis of genomic DNA methylation. Exp Cell Res. 2006 Jul 1;312(11):1989-

95.
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2.6 Bisulfitova modifikace (bisulfitova konverze)

Bisulfitovd reakce umozZnuje modifikaci analyzované DNA zafixovanim rozdild mezi
metylovanymi a nemetylovanymi Useky. V principu jde o biochemickou modifikaci vzorku
DNA pUsobenim hydrogensifi¢itanu sodného (sodium bisulfit, NaHSO3). Inkubacni podminky
bisulfitové reakce vSak mohou vést k ¢astecné fragmentaci DNA a tim i k jeji ztraté béhem
nasledné purifikaci, ktera je vSak nutna k odstranéni pouzitych chemikalii. Reakce probihd
cyklicky se stfidanim fazi denaturace DNA, sulfonace, deaminace cytosinu. Po konverzi
cytosinU se jednovldknova DNA navdze na membranu, nasledné je promyta, desulfonovana

a znovu promyta. Zadvére¢nym krokem je eluce Cisté DNA elu¢nim pufrem.

Metodou bisulfitové modifikace dosdahneme premény vSech nemetylovanych cytosint
v uracil. Oproti tomu metylované cytosiny v sekvencich CpG zlstanou nedotceny, tedy
metylovany cytosin z(Ustdva cytosinem. V pribéhu nasledné reakce PCR je uracil nahrazen
tyminem. Sekvence DNA je analyzovana nasledujicim zplsobem: pfeména cytosinu v tymin
znamend nemetylovany cytosin v pavodni analyzované DNA, cytosin v plvodni i vysledné

sekvenci znamena metylovany cytosin v plivodnim vlidknu DNA.

3. Experimentalni cast
3.1 Uvod

Je zfejmé, Ze epigenetické zmény mohou hrat vyznamnou roli pfi ovliviiovani |é¢ebné
odpovédi u rlznych typl nadord a mohou byt vést naptiklad k rezistenci na chemoterapii
(80). Poznanim charakteristickych epigenetickych modifikaci za ucelem vyclenéni agresivnich
subtypl nemoci ¢i nestandardni odpovidavosti na lé¢bu muzeme v budoucnu definovat

nemocné, ktefi budou profitovat z tzv. ,tailored therapy”, tedy z Ié€by Sité na miru.

3.1.1 Studované geny
CDKN2B

INK4b

Gen CDKN2B je tumor-supresorovy gen, ktery kéduje protein p15 , znamy také jako

inhibitor B cyklin-dependentni kindzy 4. S funkci CDKN2B Uzce souvisi také CDKN2A, gen
lokalizovany v blizkosti CDKN2B, ktery kéduje protein p16™***. CDKN2B a CDKN2A patfi mezi

INK4b

geny, jejichz hypermetylace je nejcastéji uvadéna v souvislosti s MM (69). p15 spolu

s p16™*? inhibuje cyklin-dependentni kindzu 4 (CDK4) a 6 (CDK6) a brani tak interakci
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s cyklinem D1. p15INK4b

svou inhibici bunécného cyklu v G1 fazi plni Ulohu tumor
supresorového genu s ulohou jeho reguldtoru. CDKN2B se nachazi na kratkém raménku
chromozomu 9 (9p21), v oblasti, kterd je u nadorl casto pozménéna (93). Inaktivace tohoto
genu mUlzZe nastat v disledku homozygotni delece, bodové mutace nebo metylace DNA.
Hypermetylace promotorové oblasti CDKN2B byla kromé MM pozorovana napf. u glio-
blastomu, akutni lymfoblastiké leukemie ¢i folikularniho lymfomu (93). Pfesny mechanismus,
jakym pfispiva aberantni metylace rozvoji MM viak zGstava nejasna (93). Tim, ze p15™®
brani v bunééném cyklu prechodu z G1 faze do S faze, mlze spiSe nez s maligni transformaci
souviset s imortalizaci plazmatickych bunék (93).

Velkou provazanost mechanism( naznacuje také fakt, Ze cyklin D1 je utlumen lécbou
inhibitory histonovych deacetyldz (94). U myelodysplastického syndromu (MDS) vede |écba

demetylacnim cCinidlem decitabinem k demetylaci hypermetylovaného CDKN2B, tim se

obnovi jeho normalni exprese a tumor-supresorova funkce (95).

PDLIM4

Gen PDLIM4 (PDZ and LIM domain 4), zndmy také jako RIL (reversion-induced LIM
domain) se nachdzi na dlouhém raménku 5. chromozomu (5¢g31.1) a kdéduje vysoce
konzervovany protein, ktery je ¢lenem ALP/Enigma rodiny cytoskeletalnich protein(. PDLIM4
obsahuje jednu PDZ doménu (na NH,- konci) a jednu LIM doménu (na COOH- konci), coz
umoznuje interakci se Sirokym spektrem molekul — saktinem asociovanymi proteiny,
cytoplazmatickymi signdlnimi molekulami a membrdnovymi receptory. LIM doména muze
interagovat jednak s PDZ doménou jiného proteinu PDLIM4 nebo s PDZ doménou protein-
tyrosin-fosfatdzy PTP-BL. Naproti tomu PDZ doména mize interagovat také s LIM doménou
proteinu TRIP-6, ktery je koaktivator jaderného faktoru kB (NF-kB), tim muiZe dochazet
k regulaci apoptdzy. Na zakladé vysledk( nékolika studii byl PDLIM4 popsan v souvislosti
s rliznymi nadorovymi onemocnénimi, napf. karcinomem prostaty, karcinomem prsu, myelo-
dysplastickym syndromem a akutni myeloidni leukemii (96), (97), (98). Podle nékterych
autoru, ktefi zjistili pfi zvySené expresi PDLIM4 zastavu bunécného cyklu v G1 cyklu, mlze
hrat tento protein roli v inhibici proliferace bunék, ¢imz nabyva funkce tumor-supresorového
genu (98). V literature se vsak objevuje i hypotéza, ze PDLIM4 m{iZze mit funkci onkogenu,

diky které podporuje motilitu bunék a prispiva tak k sifeni nadord (99).
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Oblast 5. chromozomu, kde je gen PDLIM4 lokalizovan, je ¢asto bialelicky inaktivovana,

a to mechanismy ztraty heterozygozity (LOH) a metylaci promotoru (98).

3.1.2 Globalni metylace genomu z pohledu prediktivnich a prognostickych marker

V souvislosti s rozvojem novych terapeutik pro [ébu MM se objevuji také snahy o deci-
nici prediktivnich marker(. Zatimco v ramci cytogenetickych zmén a mutaci byly jednoznacné
definovany skupiny pacientd, u kterych lze pozorovat pfiznivéjsi ¢i naopak agresivni prabéh
nemoci, tak v pfipadé predikce odpovédi na lé¢bu nejsou u téchto analyz zavéry jednoznacné
(69). Z dalsich faktor(i, u nichz je zvazovan vliv na lé¢ebnou odpovéd, mizeme jmenovat
polymorfismy nukleovych kyselin (SNP — Single Nucelotide Polymorphism), miRNA a metyla-
ce DNA (84). Pravé globalni metylace DNA byla popsana jako nezavisly prognosticky faktor
u pacientl lé¢enych bortezomibem, kdy pacienti s relabujicim ¢i refrakternim MM a zvyse-
nou globdlni metylaci genomu vykazovali delsi OS po |é¢bé bortezomibem (84). Dale bylo
zjisténo, Ze hypermetylace geni CDKN2A, CDKN2B, TNF a RB je castéjsi u pacientu

s relabovanym MM lécenych bortezomibem.

O vyznamu epigenetickych zmén svédci také zjisténi, Ze zapojeni epigenetické terapie
jako je aplikace inhibitort DNMTs s demetylacnim ucinkem do konvencnich lécebnych

reziml umoznuje prekonani rezistence na bortezomib nebo glukokortikoidy (80).

Z faktorUl patficich do epigenetickych zmén, u kterych byl potvrzen signifikantni vliv na
prognézu nemocnych s MM, stoji na prvnim misté globalni hypometylace genomu, ktera je
spojovana se Spatnou progndzou (80). Zjisténi, Ze globalni hypometylace genomu u pacientt
v remisi zkracuje jejich celkovou dobu preziti, nabizi otazku, zda maji byt pacienti s globalni

hypometylaci v dobé remise |éCeni intenzivnéji (69).

3.2 Cile studie

Vzhledem k tomu, Ze u mnohocetného myelomu je za dllezity faktor v mechanismu
epigenetickych zmén povazovano stanoveni globalni metylace DNA (globalni metylace
celkového genomu), zaméfili jsme se v nasi praci na zavedeni metody LUMA (LUMA
(Luminometric Methylation Assay). K ovéfeni uzivatelské a vypovédni hodnoty metody
LUMA jsme poutzili kohortu nesortovanych vzork( od pacientd s MM, a to v riznych fazich

jejich onemocnéni.
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Pro studium metylacnich zmén konkrétnich genl jsme do studie zaradili také analyzu
sekvence DNA genu CDKN2B v oblasti promotoru a prvniho exonu, a sekvence DNA v oblasti

promotoru genu PDLIM4.

Na zakladé ziskanych dat a jejich statistického zhodnoceni bylo cilem definovat mozné
prognostické markery v souvislostech studovanych metyla¢nich zmén patticich k epigene-

tickym modifikacim.

3.3 Material a metody
3.3.1 Soubor pacientt

Do studie byli zafazeni pacienti, ktefi byli vySetfovani na Hemato-onkologické klinice
FNOL, a to vramci primodiagnostiky plazmocelularni dyskrazie ¢i vramci sledovani
v priibéhu Iécby. Celkem jsme analyzovali 94 vzorkd od jedinct s diagnézou MGUS a MM
v riznych fazich nemoci. Vzorky — aspiraty kostni dfené — byly odebrany do zkumavek
s heparansulfatem a nebyly Zzadnym dalSim zplsobem upravovany. DNA izolovana ze vzorku
kostni drené byla pouzita pro nasledné analyzy. Vzorky byly pouZity ve shodé
s informovanym souhlasem, ktery pacienti podepsali.

3.3.2 Izolace DNA

DNA byla ze vzork( kostni dfené izolovana pomoci kitu QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Némecko). Principem této metody je adsorpce DNA na silikatovy povrch specidlni
kolony. Nasledné je DNA promyta za ucelem odstranéni kontaminantl a na zavér pomoci
elu¢niho pufru uvolnéna. Koncentrace a Cistota ziskaného vzorku DNA byla zméfena pomoci
spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

3.3.3 Bisulfitova modifikace

Bisulfitovd modifikace vzorkl pro pyrosekvenovani byla provedena pomoci EpiTect®

Bisulfite kit (Qiagen, Hilden, Némecko).

Postup probiha v nasledujicich krocich:

1. konverze nemetylovanych cytosina zprostfedkovana hydrogensiranem sodnym
2. navazani konvertované jednovldknové DNA na membranu kolonky

3. promyti

4. desulfonace DNA navazané na membrané
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5. promyti k odstranéni desulfonacniho ¢inidla
6. eluce konvertované DNA z kolonky

3.3.4 Pyrosekvenacni analyza
Pristrojové vybaveni: Pro pyrosekvenovani byl pouzit pristroj PyroMark Q961D (Qiagen,

Hilden, Némecko).

Pyrosekvenacni analyza ma dvé zakladni ¢asti. V prvni ¢asti probiha priprava templatové

DNA pomoci PCR, v dalsi fazi potom samotné pyrosekvenovani.
Postup (dle QIAGEN, Hilden, Némecko):

1. Vprvnim kroku je amplifikovan cilovy segment DNA (napf. sledovany promotor
vySetifovaného genu), vlakno slouzici v dalSim postupu jako pyrosekvenacni templat
je biotinylovdno pomoci primeru. Po denaturaci je jednovldknovy biotinylovany PCR
amplikon izolovdn a hybridizovan se sekvenacnim primerem.

2. Primer hybridizovany k templatu je inkubovan spolu s enzymy DNA polymeraza, ATP
sulfuryldza, luciferaza a apyraza a se substraty adenosin-5‘-fosfosulfat a luciferin.

3. Po pfidani prvniho dNTPs do reakce je v pfipadé komplementarity zaclenén do
vznikajiciho retézce, coz je doprovazeno uvolnénim pyrofosfatu (PPi) v ekvimolarnim
mnozstvi k poctu inkorporovanych nukleotid(.

4. ATP sulfuryldza preméni PPi na ATP (za pritomnosti adenosin-5‘-fosfosulfatu), vznikly
ATP umoini konverzi luciferinu na oxyluciferin a tato reakce je doprovazena
uvolnénim viditelného svétla, jehoz mnozstvi je Umérné vzniklému ATP. Svétlo je
detekovano pfistrojem a znazornéno jako pik v grafu. Vyska piku je proporcionalni
k mnozstvi inkorporovanych nukleotidd.

5. Vysledna sekvence je urcena dle pik( v grafu.
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Obrazek €. 7: Princip pyrosekvenovani. Prevzato z: www.qgiagen.com
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Obrazek €. 8: Vysledny graf po pyroskvenovani — tzv. Pyrogram.

C5 : GTTYGYGGTTTGTAGATTTAAGGTTYGAGTAGGATTTAGGTYGTYGGGGTYGTTYGAAYGYGGGGATTTTTGAGAGTTGAGTGGGGGTGT

28%| 26% 19% 36%| 23%| 11%| 48%| 21%| 31%|
751
501
25
O_
| N I I S N N N N I N I e I o |
ES AGTCTGTCGTGTCAGATCATGTCGAGTCAGATCATGTCAGTCGGTCTGTCGTATCAGTCGGA
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Jde o vzorek MM, analyzovand sekvence je PDLIM4 promotor. Procenta v horni ¢dsti obrdzku
uddvaji metylaci daného CpG mista, vysledné Cislo pro dany vzorek je ndsledné softwarové
spocitdno jako primérnd metylace vsech CpG mist vysSetfované sekvence. V tomto pfipadé
Cinila hodnota metylace promotorové oblasti 27 %.

Obrazek €. 9: Vysledny graf po pyroskvenovani — tzv. Pyrogram.

E5 : GTATTTTTGGYGGTTTTTTGGTTTAGTTTTTGGYGTATGYGTTTTAGTATTTTTGGGTAGGTTTTTTYGTTTTYGTGAYGYGTYGGTTYGGGTTTGGT
100f

75F

50F

N ,ll_ I

ES TGTCATTAGICGT TGTCAGTTAGTGGTCATAGTGG TCTAGICAT TGTCATGTTCAGT TGG TG TATCAGTCTGTCAGICGTAGTTCTGTCGA TCATCATGTCGATCAGGTCGAG
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110

Jde o vzorek MM, analyzovand sekvence je CDKN2B promotor. Procenta v horni ¢dsti obrazku
uddvaji metylaci daného CpG mista, vysledné Cislo pro dany vzorek je ndsledné softwarové
spocitdno jako primérnd metylace vsech CpG mist vysSetfované sekvence. V tomto pfipadé
Cinila hodnota metylace promotorové oblasti COKN2B 3 %.
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3.3.5LUMA

Pristrojové vybaveni, material, chemikdlie, enzymy:
Pro pyrosekvenovani byl pouzit pristroj PyroMark Q961D (Qiagen, Hilden, Némecko).

Zméreni koncentrace a Cistoty DNA — NanoDrop spektrofotometr ND-1000 (Thermo Fisher

Scientific)
Enzymy Hpall (10U/1ul), Msp (10U/1ul), EcoRI (10U/1ul) - Biogen Praha s.r.o.
10x Tango Buffer — Biogen Praha s.r.o.

PyroMark Annealing Buffer, PyroMark Gold Q96 Reagents (dNTPs, enzymovy mix,

substratovy mix) — Qiagen, Hilden, Némecko
Postup:
I. ¢ast: Stépeni DNA

1. Kazdy vzorek byl vySetfovan jako Mix A a Mix B, a to v tripletech (3x Mix A, 3x Mix B)
2. Mix A: 20yl
250-500 ng genomické DNA + ddH,0 v celkovém objemu 17ul

EcoRI0,5ul

Hpall 0,5ul

Tango Buffer 2pl

Mix B: 20ul

250-500 ng genomické DNA + ddH,0 v celkovém objemu 17ul
EcoRI0,5ul

Mspl 0,5ul

Tango Buffer 2ul

3. Vzorky byly pipetovany do originalni reakéni desticky s 96 jamkami, prekryty
k zabrdnéni evaporace a inkubovany pfi 37°C po dobu 4 hodin.

4. Po ukonceni inkubace byl do kazdé reakcni jamky pridan Annealing Buffer, 20ul
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Il. Pyrosekvenacni reakce

1. Pyrosekvenator byl pustén v rezimu SNP (single nucleotide polymorphism), sekvence

byla definovana jako AC/TCGA, poradi pfidavanych nukleotidl jako ACTCGA
Do cartridge pyrosekvenatoru byly napipetovany potfebné reagencie:

Enzymovy mix do oddilu E

Substratovy mix do oddilu S

smés dATPasS (50pl) + H,0 (50ul) do oddilu A
smés dTTP (50ul) + H,0 (50ul) do oddilu T
smés dCTP (50ul) + dGTP (50ul) do oddilu C
H,0 (100ul) do oddilu G

Po vloZeni vzorku byla spusténa analyza.
Po dokonceni reakce byla data analyzovdana v AQ mddu a exportovana pro dalsi

zpracovani.

Obrazek ¢. 10: Reprezentativni priklady vyslednych grafli, graf ,a“ znazornuje vysledek
vzorku po Stépeni enzymy Hpall (metylacné senzitivni) a EcoRl, graf ,b“ znazoriuje

vysledek vzorku po Stépeni enzymy Mspl a EcoRl.

1Ey

114 ¢

112

1104
106 ¢

et

1o

108

1047

b
116
Hpall (C+G) i Mspl (C+G)
— =0.916 , —— =2.136
EcoRl [A) 12 EcoRl (&)
10
108
0]
4
102
100
A C+G T C+G LY G+ G T C+G
Step 1 2 3 4 1 2 3 4

Prevzato z: Karimi M, Johansson S, Stach D, Corcoran M, Grander D, Schalling M, Bakalkin G,
Lyko F, Larsson C, Ekstrém TJ. LUMA (LUminometric Methylation Assay) — a high throughput
method to the analysis of genomic DNA methylation. Exp Cell Res. 2006 Jul 1;312(11):1989-

95.
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3.3.6 Sledované charakteristiky pacientu

U vzork( byly pro hodnoceni pouzity nasledujici charakteristiky:

Klinické stddium mnohocetného myelomu dle D-S (dle Durieho a Salmona), klinické
stddium MM dle ISS (International Staging System), typ a koncentrace sérového parapro-
teinu, dominantni lehky fetézec v séru, vybrané cytogenetické zmény (dell7, t(4;14),
t(14;16), t(11;14), amplifikace 1, hyperdiploidie, zmény na 13. chromozomu, delRb1), typ
|éCby a lIéCebnd odezva (CR, VGPR, PR, MR, SD, PD), délka doby do progrese, celkové preziti.

VSechny charakteristiky pacientd a ziskané vysledky jsou uvedeny v ptiloze v Tabulce €. 7.

3.3.7 Statisticka analyza

Pro porovnani hodnot globdlni metylace a metylace promotoru PDLIM4, promotoru
CDKN2B a prvniho exonu CDKN2b byla pouZita Spearmanova korela¢ni analyza. Porovnani
cytogenetickych zmén a hodnot metylace (globalni, PDLIM4 promotor, CDKN2B promotor
a prvni exon) byl aplikovan Mann-Whitney U test. ZjiStovani, zda souvisi mira metylace
s hloubkou |é¢ebné odpovédi, bylo provedeno pomoci Fisherova exaktniho testu. Vztah mezi

celkovou metylaci genomu a PFS a OS byl sledovan pomoci Kaplan-Meierovych kfivek.

3.4 Vysledky

Sledovany soubor sestaval z94 jedincl s ndsledujicim spektrem diagndz: MGUS,
doutnajici myelom (SMM), MM v dobé diagndézy (MMdg.), MM v dobé remise (MMrem.),

MM v dobé relapsu (MMrel.), MM nezarazeny (ostatni; MMost.).

Tabulka €. 5: Pfehled skupin zastoupenych v souboru se zakladnimi charakteristikami.

pocet | Zeny | muzi | dominantni typ | dominantni lehky

paraproteinu retézec

MGUS 10 5 5 IgG (70 %) lambda (60 %)

SMM v dobé 6 3 3 IgG (83,3 %) Kappa (66,7 %)

diagndzy

MM v dobé 52 26 26 IgG (53,8 %) Kappa (57,7 %)

diagndzy

MM v dobé 3 2 1 NA Lambda

remise (66,7 %)

MM v dobé 19 11 8 IgG (68,4 %) Kappa (63,2 %)

relapsu

MM ostatni 4 1 3 IgG (50 %) Kappa (75 %)
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3.4.1 Cytogenetické zmény
Z pohledu cytogenetickych zmén byly ve skupiné MMdg. nejvice zastoupeny hyperdi-
ploidie (34,6 %), zmény 13. chromozomu (34,6 %), delRb1 (32,7 %) a amplifikace 1 (28,8 %).

Tabulka €. 6: Pfehled cytogenetickych zmén ve skupinach MGUS, MMdg. a MMrel.

MGUSdg. SMMdg. MMdg. MMrel.
Count | % Count | % Count | % Count |%

dell7 Ano 5 96% |3 15,8 %

Ne 6 60,0 % |5 83,3% |29 55,8% |9 47,4 %

nevys. |4 40,0% |1 16,7 % | 18 34,6 % |7 36,8 %
t(4;14) Ano 1 16,7 % |6 11,5 %

Ne 3 30,0% |2 33,3%(19 36,5% |3 15,8 %

nevys. |7 70,0% |3 50,0 % |27 51,9% |16 84,2 %
t(14;16) Ano 1 10,0 % 2 3,8%

Ne 2 20,0% |2 333% (17 32,7% |3 15,8 %

nevys. |7 70,0 % | 4 66,7 % | 33 63,5% |16 84,2 %
amplif. 1 Ano 2 20,0% |1 16,7 % | 15 28,8% |7 36,8 %

Ne 4 40,0 % | 4 66,7 % | 16 30,8% |6 31,6 %

nevys. |4 40,0% |1 16,7 % |21 40,4 % | 6 31,6 %
t(11;14) Ano 2 3,8%

Ne 3 30,0% |2 33,3%(19 36,5% |3 15,8 %

nevys. |7 70,0% | 4 66,7 % |31 59,6 % |16 84,2 %
Hyperdiploidie Ano 1 10,0% |1 16,7 % | 18 346 % |7 36,8 %

Ne 5 50,0 % | 4 66,7 % | 15 28,8 % |5 26,3 %

nevys. |4 40,0 % |1 16,7 % | 19 36,5% |7 36,8 %
zmeény Ano 2 33,3% (18 34,6 % |3 15,8 %
13.chromozomu | Ne 6 60,0 % | 2 33,3% |15 28,8 %2 10,5 %

nevys. (4 40,0 % |2 33,3% (19 36,5% |14 73,7 %
delRb1 Ano 2 333% |17 32,7% |3 15,8 %

Ne 6 60,0 % |2 33,3% (15 28,8% |1 53%

nevys. (4 40,0 % |2 33,3% |20 38,5 % |15 78,9 %

Vsechny analyzované genetické zmény jsme porovnavali s hodnotami globalni metylace
DNA a metylace promotorovych Usekd gentd PDLIM4 a CDKN2B, a Useku v oblasti 1. exonu
genu CDKN2B. Zadna ze sledovanych genetickych zmén viak nevykazovala signifikantné
odliSné hodnoty metylace. Nase hypotéza, Ze konkrétni genetické zmény mohou byt

doprovdazeny nékterymi ze sledovanych metylacnich parametri, se proto nepotvrdila.
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3.4.2 Hodnoceni celkové metylace

Vysledné hladiny globalni metylace genomu stanovené metodou LUMA znazoriuje graf
¢. 1. Ve shodé s literarnimi udaji ndmi detekovana globdalni metylace genomu vykazuje pokles
v zavislosti na progresi myelomageneze. Nejvyssi hodnoty byly detekovany u jedincl s MGUS
a pacientd MM v remisi. Snizovani urovné globalni metylace DNA sméfuje k hypome-

evvs

metylace ve skupiné relabujictho onemocnéni MM.

Graf ¢.1a (kvartilovy box graf) a 1b (sloupcovy graf): Globalni metylace vySetfena pomoci

LUMA ve skupiné MGUS a v jednotlivych skupinach MM.
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Na zadkladé statistického vyhodnoceni ziskanych dat nebyla ve skupinach pacient(
MMdg. a MMrel. zjisténa signifikantné priikaznda zdvislost mezi Urovni celkové metylace DNA
a hloubkou lé¢ebné odpovédi. Stejné tak vztah mezi celkovou metylaci DNA a PFS nebo OS

nevykazuje statisticky vyznamnou zavislost.

3.4.3 Metylace genu PDLIM4

Metylace promotorové oblasti genu PDLIM4 se zvySuje v zdavislosti na fazi onemocnéni.
Nejvyssi uroven metylaci ve sledovanych promotorovych Usecich genu PDLIM4 byla
stanovena ve skupiné MMdg., zatimco v premalignim stadiu MGUS a u SMM je Uroven
metylacnich zmén nizsi. Trend snizené Urovné metylace v promotoru PDLIM4 je zifejmy ve

skupinach MMrem., MMrel. a MMost. (graf ¢. 2a a 2b).
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Graf ¢. 2a (kvartilovy box graf), 2b (sloupcovy graf): Hodnoty metylace promotorové

oblasti genu PDLIMA4 v zavislosti na sledované skupiné pacientt.
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Ve skupiné MMdg. byla zjisténa slaba negativni korelace mezi globdalni metylaci genomu
a metylaci promotoru PDLIM4 (r = -0,323, p-value 0,021). Porovnanim urovné globdlni
metylace DNA a urovné metylace v promotoru a prvnim exonu genu CDKN2B nebyla zjisténa

statisticky vyznamna zavislost.
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3.4.4 Metylace genu CDKN2B

Metylacni analyzy Usekd v promotoru a 1. exonu genu CDKN2B vykazovaly nizkou Uroven
metylace a neliSily se mezi jednotlivymi skupinami MGUS, SMM, MMdg. a MMrel., pficemz
skupiny MMost. a MMrem. obsahovaly nedostatecny pocet pacientskych vzork( pro statis-

tické vyhodnoceni (graf ¢. 3a a 3b).

Graf €. 3a a 3b: Znazornéni metylace genu CDKN2B v oblasti promotoru a prvniho exonu ve
skupinach MGUS, SMM, MMdg. a MMrel.
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Spearmanovou korela¢ni analyzou byla ve skupiné MMrel. zjisténa silna negativni
korelace (r = -0,951) mezi hodnotami globdlni metylace DNA a urovni metylace Useku
v 1. exonu genu CDKN2B, ktera je signifikantni pfi hladiné vyznamnosti p < 0,01

(p-value=0,0003); znazornéno v grafu €. 4.

Graf €. 4: Znazornéni silné negativni korelace mezi globalni metylaci (LUMA, %) a metylaci
prvniho exonu genu CDKN2B ve skupiné MMrel.
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3.5 Diskuze

Hlavnim cilem prekladané studie bylo zavedeni metody LUMA pro stanoveni globalni
metylace genomu a jeji aplikaci do vySetfovaci praxe u pacientll s MM. Tato metoda se
ukdzala jako velmi efektivni pro snadno aplikovatelny pfistup s pomérné malou ¢asovou
narocnosti a spolehlivymi vysledky, jejichz hodnoty jsou srovnatelné s literarnimi udaji. Do
studie byla pouZita nesortovand populace bunék izolovanych z kostni dfené, bez separace
myelomovych bunék sortovanim. Sortovani zkoumané populace je obecné doporucovany
postup ke zlepsSeni citlivosti a presnosti provddénych vySetfeni, je vSak zdroven limitaci
celého postupu, nebot ne vidy je mozné ziskat dostatecné mnozstvi materialu k analyze.
Dostupnost sortovani se navic Siroce rozviji teprve v poslednich letech. V ramci postupu
zpracovani odebraného vzorku navic pfindsi dalsi logistikou komplikaci. Je zajimavé, Ze

literarné uvadéné zavéry nékterych analyz naznacuji, Ze pouziti sortované a nesortované
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populace nevykazuje signifikantni odliSnosti (100). Vzhledem k vySe uvedenému jsme se
rozhodli posoudit vhodnost metody LUMA pro kvantitativni stanoveni globdlni metylace
DNA, kterd je izolovana z pravé z nesortované bunécné populace neupraveného vzorku
odebrané kostni diené. Nase vysledky tak mohou vyraznéji pfispét ke vhodnosti pouZiti této
metody a jeji aplikaci ve vySetfovani globalni metylace genomu ze vzorku kostni drené

pacientl s MM bez nutnosti sortovani bunécné populace.

Dalsim predmétem studia bylo provedeni metyla¢ni analyzy na Grovni DNA ve vybranych
sekvencich gent CDKN2B a PDLIM4, ve vztahu k celkové urovni metylace DNA a jednotlivym
fazim onemocnéni. Gen CDKN2B byl vybran jako tumor-supresorovy gen s predpokladanou
Ulohou reguldtora bunécného cyklu v patogenezi MM. Nezanedbatelnym faktorem
dllezitosti tohoto genu byla také v nékolika studiich zminovana hypermetylace jeho

promotoru (101), (102), (103).

V predkladané praci jsme porovnavali hodnoty metylace ve vybranych Usecich
promotoru a prvniho exonu genu CDKN2B, a to mezi jednotlivymi stadii MM vcetné
premaligniho stavu MGUS. Hodnoty metylace v sekvencich obou sledovanych ¢asti genu
dosahovaly nizkych hodnot, bez statisticky vyznamnych rozdild mezi jednotlivymi
vySetfovanymi skupinami. Nase vysledky se neshoduiji s jiz publikovanymi analyzami, které
popisuji hypermetylaci v promotoru i sekvencich genu CDKN2B (104), (105). Na rozdil od
téchto studii jsme u skupiny pacientQ s relabujicim myelomem gzjistili silnou negativni
korelaci mezi Urovni globalni metylace DNA (pouZitim metody LUMA) a Urovni metylacni

zmén ve vybraném Useku exonu genu CDKN2B.

Na zakladé metylaénich analyz promotoru genu PDLIM4 jsme detekovali nejvyssi Uroven
metylacnich zmén u nové diagnostikovanych pacientll s mnohocetnym myelomem.
Analogicky k ostatnim genlim, které jsou popisovany v patogenezi MM zejména v progresi
onemocnéni mezi jednotlivymi stadii onemocnéni, predkladané vysledky tak potvrzuji
dllezitost genu PDLIM4 pti vzniku a propuknuti symptomatického myelomu u nové

diagnostikovanym pacient s mnohocetnym myelomem.
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3.6 Zaveér

Poznatky o ucasti epigenetickych modifikaci nejen v patogenezi mnohocetného
myelomu, ale i v progndze nemocnych a predikci na indikovanou terapii nas vedou k hledani
novych, snadno aplikovatelnych metod ke zjistovani stavu epigenetickych zmén v genomu.
Jednou z takovychto dostupnych analyz je LUMA assay, ktera dokdaze urcit hladinu globalni
metylace genomu z nesortovaného vzorku kostni dfené, coz znadi zjednoduseni a zrychleni
zpracovani vzorku. Vyuziti ziskanych vysledkd globdlni metylace je predmétem intenzivnich
studii ve smyslu prognostickych a prediktivnich faktor( a jejich praktické aplikace. Hypotézu
zapojeni PDLIM4 genu v patogenezi onemocnéni MM ve funkci inhibice genové exprese
tumor supresorového genu je treba ovéfit na vétSim souboru vzork(, jde vSsak o poznatek
shoduijici se se zjiSténimi také u jinych nadorovych onemocnéni. Nalez nezménéného mety-
lacniho stavu promotoru genu CDKN2B v souboru MGUS a MM mizZe svédcit o tom, Ze
funkce genu CDKN2B v myelomagenezi je mnohem komplexnéjsi a méné pfimocara, nez se

dosud ukazovalo.
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Seznam zkratek

AH

AL
APOA4
APOE
ATP
CDKN2A
CDKN2B
CPHPC

CR
DNA
DNMT
dNTPs
ELISA
FFPE
HAT
HDAC
IHC
LC/MS
LINE-1
LMD
LMD-LC/MS

LUMA
MALDI-IMS MSI

MDS
MGUS

miRNA
MM

amyloid na bazi tézkych retézct imunoglobulinu
amyloid na bazi lehkych fetézcl imunoglobulinu
apolipoprotein A4

apolipoprotein E

adenosintrifosfat

inhibitor A cyklin-dependentni kinazy 4
inhibitor B cyklin-dependentni kindzy 4

[(R)-1-[6-[(R)-2-carboxy-pyrrolidin-1-yl]-6-oxo-hexanoyl]pyrrolidine-2-
carboxylic acid

kompletni remise

deoxyribonukleova kyselina
DNA-metyltransferaza
deoxynukleotidy

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
formalin-fixed paraffin-embedded
histonacetyltransferaza
histondeacetylaza

imunohistochemie

kapalinovad chromatografie sprazena s hmotnostni spektrometrii
long interspersed nuclear elements-1
laserova mikrodisekce

laserova mikrodisekce — kapalinova chromatografie sprazena
s hmotnostni spektrometrii

luminometric methylation assay

matrix-assisted laser desorption/ionization mass spektrometry imaging
coupled with ion mobility separation

myelodysplasticky syndrom

monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu (monoclonal
gammopathy of undetermined signifikance)

mikroRNA

mnohocetny myelom

70



MMdg.

MMost.

MR

MMirel.

MMrem.

MS

MudPIT

NA

0S

PD

PFS

PR

SAP

SD

SMM

VGPR

mnohocetny myelom v dobé diagndzy

mnohocetny myelom nezarazeny

minimalni Ié¢ebna odpovéd’

mnohocetny myelom v dobé relapsu

mnohocetny myelom v dobé remise

hmotnosti spektrometrie

multidimensional protein identification technology

data nejsou k dispozici (not available)

celkové preziti

progrese onemocnéni

preziti bez progrese nemoci (progression free survival)

parcidlni remise

sérovy amyloidovy protein P

stabilni nemoc

doutnajici myelom (smouldering multiple myeloma)

velmi dobra parcidlni remise

71



Prace souvisejici s dizertacni praci
Puvodni védecka publikace in extenso v daném oboru uvefejnéné v casopisech s IF

1.

Pika T, Hegenbart U, Flodrova P, Maier B, Kimmich C, Schénland SO. First report of
ibrutinib in IgM-related amyloidosis: few responses, poor tolerability and survival. Blood.
2017 Nov 27. pii: blood-2017-09-806463. do0i:10.1182/blood-2017-09-806463. [Epub
ahead of print] PubMed PMID: 29180400. IF:17,794

Holub D, Flodrova P, Pika T, Flodr P, Hajduch M, Dzubak P. Mass Spectrometry Amyloid
Typing Is Reproducible across Multiple Organ Sites. Biomed Res Int. 2019 Jan
31;2019:3689091. doi: 10.1155/2019/3689091. PMID: 30834260; PMCID: PMC6374819.
IF:2,276

PUvodni védecké publikace in extenso uverejnéné v ostatnich recenzovanych védeckych

Casopisech

1.

Pika T., Lochman P., Vymétal J., Metelka R., Flodr P., Minafik J., Latalova P., Zapletalova J.,
Bacovsky J., S¢udla V. Vyznam stanoveni kardialnich biomarkerd ve stratifikaci a sledovani
nemocnych s AL-amyloidézou — zkuSenosti jednoho centra. Vnitini Iékarstvi 2013, roc€. 59,
¢.s. 771-781.

. Pika T., Lochman P., Flodr P., Minafik J., LATALOVA P., Bacovsky J., S¢udla V. Vyznam

stanoveni vybranych laboratornich parametr( v diagnostice, stratifikaci a sledovani
nemocnych s AL amyloiddzou. Klinickd biochemie a metabolismus. 2013, 21(2), 79-82.
ISSN 1210-7921.

. PikaT., Lochman P., Vymétal J., Metelka R., Minafik J., Latalova P., Zapletalova J.,

Bacovsky J., S¢udla V. Dosazeni kompletni hematologické remise je zasadni pro
prodlouzeni preziti nemocnych s AL amyloiddzou a srde¢nim postizenim. Klinickd
onkologie. 2013, 26(5), 343-347.

S¢udla V., Adam Z., Hajek R., Krej¢i R, Pika T., Maisnar V., Flodr P., Kufova Z., Latalova P.,
Pot4covd A., Rysavd R., Spicka 1., Tichy M., V&ianska P. Souhrn doporuceni 2013
"Diagnostika a |écba systémové AL amyloiddzy“. Transfuze a hematologie dnes. 2013, roc.

19, Supplementum, s. 5, 7-12.

. S¢udla V., Pika T., Latalova P., Flodr P., Maisnar V., Hajek R., Ceska myelomova skupina.

Diagnostika a stratifikace systémové AL amyloiddzy ve svétle ,Doporuéeni Ceské
myelomové skupiny 2013“. Klinicka biochemie a metabolismus. 2014, ro¢. 22, €. 2, s. 49-
60. ISSN: 1210-7921.

. Pika T., Flodr P., Novdk M., Lochman P., Latalova P., Minafik J., S¢udla V. Klinicka

problematika IgM monoklonalnich gamapatii. Klinickd biochemie a metabolismus. 2014,
roc. 22, €. 2, s. 61-64. ISSN: 1210-7921

. Latalova P., Pika T., Flodr P. AL amyloiddza v obrazech. Transfuze a hematologie dnes

2014, 20(3):76-80.

72


http://www.medvik.cz/bmc/view.do?gid=9602
http://www.medvik.cz/bmc/view.do?gid=8724
http://www.medvik.cz/bmc/view.do?gid=8724

Pika T., Lochman, Latalova P, Minaftik J., Krhovska P., Bacovsky J., SCUDLA V. Problematika
stanoveni monoklonalniho imunoglobulinu u nemocnych s AL amyloidézou. Klinicka
biochemie a metabolismus. 2015, 23(2), 37-41.

. Pika T., Latalova P., Hiilkova H., VIaskova H., Otruba P., Mejzlik V., S¢udla V. Familidrni

amyloidova polyneuropatie — kazuistika. Ceska a slovenska neurologie a neurochirurgie.
2015, 78(6), 710-714.

Prehledné/souborné védecké prace v daném oboru uverejnéné v ¢asopisech s IF

1.

Flodrova P, Flodr P, Pika T, Vymetal J, Holub D, Dzubak P, Hajduch M, Scudla V. Cardiac
amyloidosis: from clinical suspicion to morphological diagnosis. Pathology. 2018
Apr;50(3):261-268. doi: 10.1016/j.pathol.2017.10.012. Epub 2018 Feb 12. PMID:
29448998. IF:3,744

Prehledné/souborné védecké prace uverejnéné v ostatnich recenzovanych védeckych

Casopisech

1.

Pika T., Hefmanova Z., Flodrova P., Laboratorni aspekty systémové AA amyloiddzy. Klin.
Biochem. Metab., 25 (46), 2017, No. 2, p. 56-58.

Aiglova R, Taborsky M, Flodrova P, Schee A. Srdecni transthyretinovd amyloiddza. Cor
Vasa. 2020;62(3):267-271.

Aiglova R., Taborsky M., Flodrova P. Srde¢ni amyloidéza — klinicka manifestace a
diagnostika. Medicina po promoci. 2020, 21(2), 146-150.

Kapitoly v monografiich

1.

Flodrova P., Pika T., Flodr P.: Chapter 4 - Tissue examination in a diagnostic procedure; in:
WATTS, Raquel, ed. Amyloidosis: Risk Factors, Treatment Options and Clinical Aspects.
New York: Nova Science Publishers, 2017. ISBN 978-1-63485-884-7.

Seznam prednasek/postert pfednesenych uchazeéem na vefejnych odbornych férech

1.

Predndska: Diagnostika amyloiddzy z pohledu patologa, Latalova P. ,XI. workshop
mnohoéetny myelom a ro¢ni setkani Ceské myelomové skupiny“, konané 26. - 27. 4. 2013
v Mikulové.

. Poster: Akutni myeloidni leukemie z pohledu epigenetickych zmén detekovatelnych v

periferni krvi, Latalova P., Smesny Trtkova K., Szotkowski T. XXVII. Olomoucké
hematologické dny s mezindrodni Ucasti, XVII. Konference oSetfovatelstvi a zdravotnich
laborantu, 6th Symposium on Advances in Molecular Hematology“, konané 12. - 14. 5.
2013

. Pfednaska: Amyloiddza v morfologickém a klinickém obraze, Latalova P., Pika T., Flodr P.,

Holub D. The 10th Symposium & Workshop on Molecular Pathology and
Histo(cyto)chemistry, 100. olomoucky meziregionalni mezioborovy diagnosticky seminar
Spolecnosti ¢eskych patologl a ¢eské sekce International Academy of Pathology, konané
24.-26.4. 2014 v Olomouci

73



. Poster: CpG island methylation of the RIL and p15INK4b genes in patients with multiple
myeloma and monoclonal gammopathy of undetermined signifikance, Latalova P.,
Smesny Trtkova K., Minarik J., Navratilova L. 26th European Congress of Pathology,
London, United Kingdom, from 30 August - 3 September 2014

. Poster: Analysis of CpG Island DNA Methylation of p15INK4b and RIL in Bone Marrow
Samples of Patients with Monoclonal Gammopathies, Pavla Latalova, MD, Katerina
Smesny Trtkova, Ing., Lucie Navratilova, Mgr, Vlastimil Scudla, prof, MD PhD, Jiri Minarik,
MD PhD. 2014 American Society of Hematology Annual Meeting, December 6-9, 2014

. Poster: Amyloid typing using immunohistochemical and proteomic analysis, P. Latalova,
D. Holub, T. Pika, P. Flodr, M. Hajduch 27th European Congress of Pathology, 5. - 9. 9.
2015, Bélehrad, Srbsko

. Pfednaska: Vysetreni tkani pfi diagnostice amyloidu. Flodrova P., Pika T., Flodr P. XXX.
Olomoucké hematologické dny, XX. Konference oSetfovatelstvi a zdravotnich laborantd,
IX. Symposium on Advances in Molecular Hematology, 29. - 31. 5. 2016, Olomouc

. Pfedndska: Role vysetreni tkané v diagnostickém procesu u pacienttl s amyloiddzou,
Flodrova P. The 12th Symposium & Workshop on Molecular Pathology and
Histo(cyto)chemistry, 103. olomoucky diagnosticky seminar a Ceské divize International
Academy of Pathology, 7. dny histologickych laborant(, 2. - 3. 6. 2016

. Poster: Diagnostika amyloiddzy u pacientt se syndromem karpdlIniho tunelu, Flodrova P.,
Krhovska P., Pika T., Holub D., Flodr P. Dni molekulovej patologie, 13. sympdzium
molekulovej patologie s medzinarodnou Ucastou a Martinské dni nelékafskych
pracovnikov v patolégii, 22. - 23. 6. 2017, Martin, Slovenska republika.

10. Poster: Vliv metyla¢nich zmén na expresi RIL/PDLIM4 u mnohocetného myelomu,

Flodrova P., Luzna P., Minarik J., Krhovska P., Smesny-Trtkova K. Dni molekulovej
patologie, 13. sympdzium molekulovej patologie s medzinarodnou Gcastou a Martinské
dni nelékafskych pracovnikov v patolégii, 22. - 23. 6. 2017, Martin, Slovenska republika.

74



Ostatni publikace

Puvodni védecka publikace in extenso v daném oboru uvefejnéné v casopisech s IF

1.

Gachechiladze M, Skarda J, Ibrahim M, Tichy T, Flodr P, Latalova P, Ehrmann J, Trojanec R,
Kolar Z. Primitive neuroectodermal tumor (PNET) of the lung in an adult woman. World J
Surg Oncol. 2014 Dec 5;12:374. IF:1,963

. Minarik J, Hermanova Z, Petrova P, Hrbek J, Zapletalova J, Krhovska P, Flodr P, Pika T,

Bacovsky J, Flodrova P, Herman M, Scudla V. Prospective study of signalling pathways in
myeloma bone disease with regard to activity of the disease, extent of skeletal
involvement and correlation to bone turnover markers. Eur J Haematol. 2016
Aug;97(2):201-7. IF:2,22

Puvodni védecké publikace in extenso uverejnéné v ostatnich recenzovanych védeckych

casopisech

1.

Flodr P., Latalova P., Tichy M., Kubova Z., Papajik T., Svachova M., Radova L., Jaro$ova M.
Clinicopathological correlations of the immunoprofile in diffuse large B-cell lymphoma
NOS - a single institution’s experience. Ces.-slov. Patol., 52, 2016, No. 1, p. 47-54.

. Navratilova L, Prochazkova P, Bardon J, Novotny R, Zapalka M, Jakubec P, Zatloukal J,

Kolek V, Kopfiva F, Flodrova P, Raclavsky V. Performance of pyrosequencing versus
MALDI-TOF MS in bacteria identification in chronic lung disease. J Biol Methods. 2016 Aug
13;3(4):e52.

Prehledné/souborné védecké prace v daném oboru uvefejnéné v ¢asopisech s IF

1.

Flodr P, Latalova P, Tichy M, Kubova Z, Papajik T, Svachova M, Vrzalikova K, Jarosova LR,
Murray P. Diffuse large B-cell ymphoma: The history, current view and new perspectives.
Neoplasma. 2014 Jul 17. doi: 10.4149/neo_2014_062. [Epub ahead of print] PubMed
PMID: 25030433. IF:1,721

75



Reference

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

BENSON, Merrill, Joel BUXBAUM, David EISENBERG, Giampaolo MERLINI, Maria SARAIVA,
Yoshiki SEKIJIMA, Jean SIPE a Per WESTERMARK. Amyloid nomenclature 2020: update and
recommendations by the International Society of Amyloidosis (ISA) nomenclature committee.
Amyloid [online]. 2020, 27(4), 217-222 [cit. 2021-01-10]. ISSN 1350-6129. Dostupné z:
do0i:10.1080/13506129.2020.1835263

SIPE, Jean a Alan COHEN. Review: History of the Amyloid Fibril. Journal of Structural Biology
[online]. 2000, 130(2-3), 88-98 [cit. 2017-07-19]. ISSN 10478477. Dostupné z:
do0i:10.1006/sbi.2000.4221

PEPYS, Mark B. Amyloidosis. Annual Review of Medicine [online]. 2006, 57(1), 223-241 [cit.
2017-07-19]. ISSN 00664219. Dostupné z: doi:10.1146/annurev.med.57.121304.131243

VRANA, J., J. GAMEZ, B. MADDEN, J. THEIS, H. BERGEN a A. DOGAN. Classification of
amyloidosis by laser microdissection and mass spectrometry-based proteomic analysis in
clinical biopsy specimens. Blood [online]. 2009, 114(24), 4957-4959 [cit. 2017-07-19]. ISSN
00064971. Dostupné z: doi:10.1182/blood-2009-07-230722

VRANA, J., J. THEIS, S. DASARI et al. Clinical diagnosis and typing of systemic amyloidosis in
subcutaneous fat aspirates by mass spectrometry-based proteomics. Haematologica [online].
2014, 99(7), 1239-1247 [cit. 2019-11-15]. ISSN 0390-6078. Dostupné z:
doi:10.3324/haematol.2013.102764

D'SOUZA, Anita, Jason THEIS, Patrick QUINT et al. Exploring the amyloid proteome in
immunoglobulin-derived lymph node amyloidosis using laser microdissection/tandem mass
spectrometry. American Journal of Hematology [online]. 2013, 88(7), 577-580 [cit. 2017-07-
19]. ISSN 03618609. Dostupné z: doi:10.1002/ajh.23456

GREENWALD, Jason a Roland RIEK. Biology of Amyloid: Structure, Function, and Regulation.
Structure [online]. 2010, 18(10), 1244-1260 [cit. 2017-07-19]. ISSN 09692126. Dostupné z:
doi:10.1016/j.str.2010.08.009

CHITI, Fabrizio a Christopher DOBSON. Protein Misfolding, Functional Amyloid, and Human
Disease. Annual Review of Biochemistry [online]. 2006, 75(1), 333-366 [cit. 2017-07-19]. ISSN
00664154. Dostupné z: doi:10.1146/annurev.biochem.75.101304.123901

VACEK, Zdenék. Histologie a histologickad technika: ucebnice pro stfedni zdravotnické skoly,
studijni obor zdravotnicky laborant. 1. vyd. Praha: Avicenum, 1988.

GERTZ, Morie a S. RAJKUMAR, ed. Amyloidosis: Diagnosis and Treatment. 1. New York:
Humana Press, 2010, 238 s. ISBN 978-1-60761-630-6. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-60761-
631-3

HOWIE, Alexander, Douglas BREWER, Daniel HOWELL a Adrian JONES. Physical basis of colors
seen in Congo red-stained amyloid in polarized light. Laboratory Investigation [online]. 2008,
88(3), 232-242. ISSN 00236837. Dostupné z: doi:10.1038/labinvest.3700714

SIPE, Jean, Merrill BENSON, Joel BUXBAUM, Shu-ichi IKEDA, Giampaolo MERLINI, Maria
SARAIVA a Per WESTERMARK. Amyloid fibril proteins and amyloidosis: chemical identification
and clinical classification International Society of Amyloidosis 2016 Nomenclature Guidelines.
Amyloid [online]. 2016, 23(4), 209-213 [cit. 2018-03-20]. ISSN 1350-6129. Dostupné z:
doi:10.1080/13506129.2016.1257986

WESTERMARK, G.T., K.H. JOHNSON a P. WESTERMARK. Staining methods for identification of
amyloid in tissue. Methods in Enzymology [online]. 1999, 309, 3-25 [cit. 2017-07-19]. ISSN
00766879. Dostupné z: doi:10.1016/S0076-6879(99)09003-5

76



(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

ELGHETANY, M.T., A. SALEEM a K. BARR. The Congo red stain revisited. Annals of Clinical and
Laboratory Science [online]. 1989, 19(3), 190-195 [cit. 2017-07-19]. ISSN 00917370. Dostupné
z: http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=edselc& AN=edselc.2-52.0-
00245917758&site=eds-live&authtype=shib&custid=s7108593

PUCHTLER, Holde, Faye SWEAT a M. LEVINE. ON THE BINDING OF CONGO RED BY AMYLOID.
Journal of Histochemistry and Cytochemistry [online]. 1962, 10(3), 355-364 [cit. 2019-11-16].
ISSN 00221554. Dostupné z:
https://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&AuthType=ip,url,uid&db=edo&AN=ejs4
1812753&lang=cs&site=eds-live&authtype=shib&custid=s7108593

MARCUS A, , SADIMIN E, RICHARDSON M, GOODELL L a FYFE B. Fluorescence microscopy is
superior to polarized microscopy for detecting amyloid deposits in Congo red-stained trephine
bone marrow biopsy specimens. American Journal Of Clinical Pathology [online]. 2012, 138(4),
590-3 [cit. 2017-07-19]. ISSN 19437722. Dostupné z:
http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=mdc&AN=23010714&site=eds-
live&authtype=shib&custid=s7108593

KHURANA, Ritu, Chris COLEMAN, Cristian IONESCU-ZANETTI, Sue CARTER, Vinay KRISHNA,
Rajesh GROVER, Raja ROY a Shashi SINGH. Mechanism of thioflavin T binding to amyloid fibrils.
Journal of Structural Biology [online]. 2005, 151(3), 229-238 [cit. 2017-07-19]. ISSN 10478477.
Dostupné z: doi:10.1016/].jsb.2005.06.006

BIANCALANA, Matthew a Shohei KOIDE. Molecular mechanism of Thioflavin-T binding to
amyloid fibrils. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and Proteomics [online]. 2010,
1804(7), 1405-1412 [cit. 2017-07-19]. ISSN 15709639. Dostupné z:
doi:10.1016/j.bbapap.2010.04.001

LEUNG, N., S. NASR a S. SETHI. How | treat amyloidosis: the importance of accurate diagnosis
and amyloid typing. Blood [online]. 2012, 120(16), 3206-3213 [cit. 2017-07-19]. ISSN
00064971. Dostupné z: doi:10.1182/blood-2012-03-413682

AMANN, Kerstin a Christian HAAS. What you should know about the work-up of a renal biopsy.
Nephrology Dialysis Transplantation [online]. 2006, 21(5), 1157-1161 [cit. 2021-01-16]. ISSN
1460-2385. Dostupné z: doi:10.1093/ndt/gfk037

SCHONLAND, S., U. HEGENBART, T. BOCHTLER, A. MANGATTER, M. HANSBERG, A. HO, P.
LOHSE a C. ROCKEN. Immunohistochemistry in the classification of systemic forms of
amyloidosis: a systematic investigation of 117 patients. Blood [online]. 2012, 119(2), 488-493
[cit. 2017-07-19]. ISSN 00064971. Dostupné z: doi:10.1182/blood-2011-06-358507

KEBBEL, A a C ROCKEN. Immunohistochemical classification of amyloid in surgical pathology
revisited. AMERICAN JOURNAL OF SURGICAL PATHOLOGY [online]. 2006, 30(6), 673-683 [cit.
2017-07-19]. ISSN 01475185. Dostupné z:
http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=edswsc&AN=000238069100002&sit
e=eds-live&authtype=shib&custid=s7108593

CHEE, Cheng, Martha LACY, Ahmet DOGAN, Steven ZELDENRUST a Morie GERTZ. Pitfalls in the
Diagnosis of Primary Amyloidosis. Clinical Lymphoma Myeloma and Leukemia [online]. 2010,
10(3), 177-180 [cit. 2017-07-19]. ISSN 21522650. Dostupné z: doi:10.3816/CLML.2010.n.027

WINTER, Martin, Andreas THOLEY, Arnt KRISTEN a Christoph ROCKEN. MALDI Mass
Spectrometry Imaging: A Novel Tool for the Identification and Classification of Amyloidosis.
PROTEOMICS [online]. 2017, 17(22), 1700236 [cit. 2021-01-17]. ISSN 16159853. Dostupné z:
do0i:10.1002/pmic.201700236

SATOSKAR, Anjali, Yvonne EFEBERA, Ayesha HASAN, Sergey BRODSKY, Gyongyi NADASDY,
Ahmet DOGAN a Tibor NADASDY. Strong Transthyretin Immunostaining. The American Journal
of Surgical Pathology [online]. 2011, 35(11), 1685-1690 [cit. 2017-07-19]. ISSN 01475185.
Dostupné z: doi:10.1097/PAS.0b013e3182263d74

77



(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

FRADLEY MG, , THAKURIA JV, COLLINS AB, MOORE SA a STONE JR. Direct tissue evaluation via
immunofluorescence: in the diagnosis of hereditary transthyretin cardiac amyloidosis. Texas
Heart Institute Journal [online]. 2012, 39(1), 71-5 [cit. 2017-07-19]. ISSN 15266702. Dostupné
z: http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=mdc&AN=22412233&site=eds-
live&authtype=shib&custid=s7108593

COLLINS, A., R. SMITH a James STONE. Classification of amyloid deposits in diagnostic cardiac
specimens by immunofluorescence. Cardiovascular Pathology [online]. 2009, 18(4), 205-216
[cit. 2017-07-19]. ISSN 10548807. Dostupné z: doi:10.1016/j.carpath.2008.05.004

STEUSLOFF, Karen, Christoph ROCKEN a Wolfgang SAEGER. Basement Membrane Proteins and
Apolipoprotein E in Growth Hormone Secreting Adenomas and their Correlation to Amyloid:
An Immunoelectron Microscopic Study. Endocrine Pathology [online]. 2000, 11(1), 49-56 [cit.
2021-01-16]. ISSN 1046-3976. Dostupné z: doi:10.1385/EP:11:1:49

ARBUSTINI, E, L VERGA, M CONCARDI, G PALLADINI, L OBICI a G MERLINI. Electron and
immuno-electron microscopy of abdominal fat identifies and characterizes amyloid fibrils in
suspected cardiac amyloidosis. AMYLOID-JOURNAL OF PROTEIN FOLDING DISORDERS [online].
2002, 9(2), 108-114 [cit. 2017-07-19]. ISSN 13506129. Dostupné z:
http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=edswsc&AN=000176807600005&sit
e=eds-live&authtype=shib&custid=s7108593

BRAMBILLA, Francesca, Francesca LAVATELLI, Giampaolo MERLINI a Pierluigi MAURI. Clinical
proteomics for diagnosis and typing of systemic amyloidoses. PROTEOMICS - Clinical
Applications [online]. 2013, 7(1-2), 136-143 [cit. 2017-07-19]. ISSN 18628346. Dostupné z:
doi:10.1002/prca.201200097

BRAMBILLA, F., F. LAVATELLI, D. DI SILVESTRE et al. Reliable typing of systemic amyloidoses
through proteomic analysis of subcutaneous adipose tissue. Blood [online]. 2012, 119(8),
1844-1847 [cit. 2017-07-19]. ISSN 00064971. Dostupné z: doi:10.1182/blood-2011-07-365510

CASADONTE, Rita a Richard M CAPRIOLI. Proteomic analysis of formalin-fixed paraffin-
embedded tissue by MALDI imaging mass spectrometry. Nature Protocols [online]. 2011,
6(11), 1695-1709 [cit. 2017-07-19]. ISSN 17542189. Dostupné z: doi:10.1038/nprot.2011.388

CASADONTE, Rita, Mark KRIEGSMANN, Soéren-Oliver DEININGER et al. Imaging mass
spectrometry analysis of renal amyloidosis biopsies reveals protein co-localization with
amyloid deposits. Analytical and Bioanalytical Chemistry [online]. 2015, 407(18), 5323-5331
[cit. 2017-07-17]. ISSN 16182642. Dostupné z: doi:10.1007/s00216-015-8689-z

COHEN, Oliver C. a Ashutosh D. WECHALEKAR. Systemic amyloidosis: moving into the
spotlight. Leukemia [online]. 2020, 34(5), 1215-1228 [cit. 2021-01-17]. ISSN 0887-6924.
Dostupné z: doi:10.1038/s41375-020-0802-4

PEPYS-VERED ME a PEPYS MB. Targeted treatment for amyloidosis. The Israel Medical
Association Journal: IMAJ [online]. 2014, 16(5), 277-80 [cit. 2017-07-19]. ISSN 15651088.
Dostupné z:
http://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=mdc&AN=24979830&site=eds-
live&authtype=shib&custid=s7108593

RICHARDS, Duncan B., Louise M. COOKSON, Alienor C. BERGES et al. Therapeutic Clearance of
Amyloid by Antibodies to Serum Amyloid P Component. New England Journal of Medicine
[online]. 2015, 373(12), 1106-1114 [cit. 2017-07-17]. ISSN 00284793. Dostupné z:
doi:10.1056/NEJMo0al1504942

KOLSTOE, Simon E., Michelle C. JENVEY, Alan PURVIS, Mark E. LIGHT, Darren THOMPSON,
Peter HUGHES, Mark B. PEPYS a Stephen P. WOOD. Interaction of serum amyloid P component
with hexanoyl bis( D -proline) (CPHPC). Acta Crystallographica Section D Biological
Crystallography [online]. 2014, 70(8), 2232-2240 [cit. 2017-07-17]. ISSN 13990047. Dostupné
z: d0i:10.1107/51399004714013455

78



(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

RICHARDS, Duncan B., Louise M. COOKSON, Sharon V. BARTON et al. Repeat doses of antibody
to serum amyloid P component clear amyloid deposits in patients with systemic amyloidosis.
Science Translational Medicine [online]. 2018, 10(422), 422 [cit. 2021-01-17]. ISSN 1946-6234.
Dostupné z: doi:10.1126/scitranslmed.aan3128

SCUDLA, Vlastimil a Tomas PIKA. Sou¢asné moznosti diagnostiky a lé&by systémové AL-
amyloiddzy. Vnitrni lékarstvi. 2009, 55(1), 77-87. ISSN 0042-773X.

Guidelines on the diagnosis and management of AL amyloidosis. British Journal of
Haematology [online]. 2004, 125(6), 681-700 [cit. 2021-01-21]. ISSN 00071048. Dostupné z:
d0i:10.1111/j.1365-2141.2004.04970.x

TELIO, David, Denis BAILEY, Christine CHEN, Michael CRUMP, Donna REECE a Vishal KUKRETI.
Two distinct syndromes of lymphoma associated AL amyloidosis: A case series and review of
the literature. American Journal of Hematology [online]. 2010, 85(10), 805-808 [cit. 2017-08-
08]. ISSN 03618609. Dostupné z: doi:10.1002/ajh.21814

ZHANG, Qi, Cady POCRNICH, Annie KURIAN, Angelika F. HAHN, Christopher HOWLETT, Jessica
SHEPHERD a Kamilia RIZKALLA. Amyloid deposition in extranodal marginal zone lymphoma of
mucosa-associated lymphoid tissue: A clinicopathologic study of 5 cases. Pathology - Research
and Practice [online]. 2016, 212(3), 185-189 [cit. 2017-08-08]. ISSN 03440338. Dostupné z:
doi:10.1016/j.prp.2015.08.007

KUMAR, S., A. DISPENZIERI, J. A. KATZMANN et al. Serum immunoglobulin free light-chain
measurement in primary amyloidosis: prognostic value and correlations with clinical features.
Blood [online]. 2010, 116(24), 5126-5129 [cit. 2017-07-19]. ISSN 00064971. Dostupné z:
doi:10.1182/blood-2010-06-290668

DESPORT, Estelle, Frank BRIDOUX, Christophe SIRAC et al. AL Amyloidosis. Orphanet Journal of
Rare Diseases [online]. 2012, 7(1), 54- [cit. 2017-07-19]. ISSN 17501172. Dostupné z:
doi:10.1186/1750-1172-7-54

PIKA, Tomas, Pavel LOCHMAN, Jifi VYMETAL et al. Vyznam stanoveni kardidlnich biomarkerd
ve stratifikaci a sledovani nemocnych s AL-amyloiddzou - zkuSenosti jednoho centra. Vnitrni
lékarstvi. 2013, 59(9), 776-781.

PIKA, Tomas, Pavla LATALOVA, Helena HULKOVA, H. VLASKOVA, P. OTRUBA, V. MEJZLIK a
Vlastimil SCUDLA. Familiarni amyloidové polyneuropatie - kazuistika. Cesk Slov Neurol N. 2015,
78111(6), 710-715.

DUBREY, Simon, Elizabeth ACKERMANN a Julian GILLMORE. The transthyretin amyloidoses:
advances in therapy. Postgraduate Medical Journal [online]. 2015, 91(1078), 439-448 [cit.
2017-07-24]. ISSN 00325473. Dostupné z: doi:10.1136/postgradmedj-2014-133224

ADAMS, David, Ole B. SUHR, Ernst HUND et al. First European consensus for diagnosis,
management, and treatment of transthyretin familial amyloid polyneuropathy. Current
Opinion in Neurology [online]. 2016, 29, 14-26 [cit. 2017-07-17]. ISSN 13507540. Dostupné z:
doi:10.1097/WC0.0000000000000289

GERTZ, Morie A., Michelle L. MAUERMANN, Martha GROGAN a Teresa COELHO. Advances in
the treatment of hereditary transthyretin amyloidosis: A review. Brain and Behavior [online].
2019, 9(9), 01371 [cit. 2021-01-21]. ISSN 2162-3279. Dostupné z: doi:10.1002/brb3.1371
LUIGETTI, M., A. ROMANO, A. DI PAOLANTONIO, M. SABATELLI a G. BISOGNI. Diagnosis and
treatment of hereditary transthyretin amyloidosis (Hattr) polyneuropathy: Current
perspectives on improving patient care. Therapeutics and Clinical Risk Management [online].
2020, 16, 109-123 [cit. 2020-07-10]. ISSN 1178203X. Dostupné z: doi:10.2147/TCRM.S219979
YAMAMOTO, Hiroyuki a Tomoki YOKOCHI. Transthyretin cardiac amyloidosis: an update on
diagnosis and treatment. ESC Heart Failure [online]. 2019, 6(6), 1128-1139 [cit. 2021-01-21].
ISSN 2055-5822. Dostupné z: doi:10.1002/ehf2.12518

79



(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

BRUNGER, Anne Floor, Hans L. A. NIENHUIS, Johan BIJZET a Bouke P. C. HAZENBERG. Causes of
AA amyloidosis: a systematic review. Amyloid [online]. 2020, 27(1), 1-12 [cit. 2021-01-22]. ISSN
1350-6129. Dostupné z: doi:10.1080/13506129.2019.1693359

SUN, Lei a Richard D. YE. Serum amyloid A1l: Structure, function and gene polymorphism. Gene
[online]. 2016, 583(1), 48-57 [cit. 2021-01-22]. ISSN 03781119. Dostupné z:
doi:10.1016/j.gene.2016.02.044

REAL DE ASUA, Diego, Jose Maria GALVAN, Maria Teresa FILIGGHEDU, Davinia TRUJILLO,
Ramon COSTA a Julen CADINANOS. Systemic AA amyloidosis: epidemiology, diagnosis, and
management. Clinical Epidemiology [online]. , 369- [cit. 2017-07-17]. ISSN 11791349.
Dostupné z: doi:10.2147/CLEP.S39981

WESTERMARK, Per a Bjorn STENKVIST. A New Method for the Diagnosis of Systemic
Amyloidosis. Archives of Internal Medicine [online]. 1973, 132(4), 522-523 [cit. 2019-11-15].
ISSN 15383679. Dostupné z: doi:10.1001/archinte.1973.03650100040007

QUARTA, Candida cristina, Esther GONZALEZ-LOPEZ, Janet a. GILBERTSON et al. Diagnostic
sensitivity of abdominal fat aspiration in cardiac amyloidosis. EUROPEAN HEART JOURNAL
[online]. 2017, 38(24), 1905-1908 [cit. 2019-11-15]. ISSN 0195668X. Dostupné z:
doi:10.1093/eurheartj/ehx047

MUCHTAR, Eli, Angela DISPENZIERI, Martha LACY et al. Overuse of organ biopsies in
immunoglobulin light chain (AL) amyloidosis: The consequence of failure of early recognition.
JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY [online]. 2017, 35(7), 545-551 [cit. 2019-11-15]. ISSN
0732183X. Dostupné z: doi:10.1200/JC0.2017.35.15_suppl.e19532

GIORGADZE, T.a., N. SHIINA, Z.w. BALOCH, J.e. TOMASZEWSKI a P.k. GUPTA. Improved
detection of amyloid in fat pad aspiration: An evaluation of congo red stain by fluorescent
microscopy. Diagnostic Cytopathology [online]. 2004, 31(5), 300-306 [cit. 2019-11-15]. ISSN
87551039. Dostupné z: doi:10.1002/dc.20131

ORFILA, Claudine, Patrick GIRAUD, Anne MODESTO a Jean-Michel SUC. Abdominal fat tissue
aspirate in human amyloidosis. Human Pathology [online]. 1986, 17(4), 366-369 [cit. 2019-11-
15]. ISSN 00468177. Dostupné z: doi:10.1016/5S0046-8177(86)80459-2

OSLEN, Karen Ege, Knut SLETTEN a Per WESTERMARK. The Use of Subcutaneous Fat Tissue for
Amyloid Typing by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. American Journal of Clinical
Pathology [online]. 1999, 111(3), 355-362 [cit. 2019-11-15]. ISSN 0002-9173. Dostupné z:
doi:10.1093/ajcp/111.3.355

KAPLAN, Batia, Gloria GALLO, Ruben VIDAL, Asok KUMAR a Jorge GHISO. Immunochemical
microanalysis of amyloid proteins in fine-needle aspirates of abdominal fat. American Journal
of Clinical Pathology [online]. 1999, 112(3), 403-407 [cit. 2019-11-15]. ISSN 00029173.
Dostupné z: doi:10.1093/ajcp/112.3.403

WESTERMARK, Per, Eva DAVEY, Karolina LINDBOM a Stina ENQVIST. Subcutaneous fat tissue
for diagnosis and studies of systemic amyloidosis. Acta Histochemica [online]. 2006, 108(3),
209-213 [cit. 2019-11-15]. ISSN 00651281. Dostupné z: doi:10.1016/j.acthis.2006.03.011

HOLUB, Dusan, Pavla FLODROVA, Tomas PIKA, Patrik FLODR, Marian HAJDUCH a Petr DZUBAK.
Mass Spectrometry Amyloid Typing Is Reproducible across Multiple Organ Sites. BioMed
Research International [online]. 2019, 2019, 1-9 [cit. 2019-11-15]. ISSN 2314-6133. Dostupné
z: doi:10.1155/2019/3689091

ELIUK, Shannon a Alexander MAKAROV. Evolution of Orbitrap Mass Spectrometry
Instrumentation. Annual Review of Analytical Chemistry [online]. 2015, 8(1), 61-80 [cit. 2019-
11-16]. ISSN 1936-1327. Dostupné z: doi:10.1146/annurev-anchem-071114-040325

COX, Jirgen, lvan MATIC, Maximiliane HILGER, Nagarjuna NAGARAJ, Matthias SELBACH, Jesper
V OLSEN a Matthias MANN. A practical guide to the MaxQuant computational platform for
SILAC-based quantitative proteomics. Nature Protocols [online]. 2009, 4(5), 698-705 [cit. 2019-

80



(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

(77)

(78)

11-16]. ISSN 1754-2189. Dostupné z: doi:10.1038/nprot.2009.36

HALLOUSH, Ruba, Elena LAVROVSKAYA, Dina MODY, Donna LAGER a Luan TRUONG. Diagnosis
and typing of systemic amyloidosis: The role of abdominal fat pad fine needle aspiration
biopsy. CytoJournal [online]. 2009, 6(1), 24-24 [cit. 2019-11-15]. ISSN 09745963. Dostupné z:
https://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&AuthType=ip,url,uid&db=edsdoj&AN=e
dsdoj.4422d75f402e427f828e3f7395e365ea&lang=cs&site=eds-
live&authtype=shib&custid=s7108593

SIDIQI, M. Hasib, Ellen D. MCPHAIL, Jason D. THEIS et al. Two types of amyloidosis presenting
in a single patient: a case series. Blood Cancer Journal [online]. 2019, 9(3), 30 [cit. 2021-01-19].
ISSN 2044-5385. Dostupné z: doi:10.1038/s41408-019-0193-9

CAPRIO, Cinzia, Antonio SACCO, Viviana GIUSTINI a Aldo ROCCARO. Epigenetic Aberrations in
Multiple Myeloma. Cancers [online]. 2020, 12(10), 2996 [cit. 2021-01-23]. ISSN 2072-6694.
Dostupné z: doi:10.3390/cancers12102996

MARTINEZ-BAROS, Déborah, Beatriz SANCHEZ-HERNANDEZ, Guadalupe JIMENEZ, Georgina
BARRERA-LUMBRERAS a Olga BARRALES-BENITEZ. Global methylation and promoter-specific
methylation of the P16, SOCS-1, E-cadherin, P73 and SHP-1 genes and their expression in
patients with multiple myeloma during active disease and remission. Experimental and
Therapeutic Medicine [online]. 2017, 13(5), 2442-2450 [cit. 2021-01-26]. ISSN 1792-0981.
Dostupné z: doi:10.3892/etm.2017.4274

KARIMI, Mohsen, Sofia JOHANSSON, Dirk STACH et al. LUMA (LUminometric Methylation
Assay)—A high throughput method to the analysis of genomic DNA methylation. Experimental
Cell Research [online]. 2006, 312(11), 1989-1995 [cit. 2021-01-23]. ISSN 00144827. Dostupné
z: doi:10.1016/j.yexcr.2006.03.006

CHOWDHURY, Basudev, II-Hoon CHO a Joseph IRUDAYARAJ. Technical advances in global DNA
methylation analysis in human cancers. Journal of Biological Engineering [online]. 2017, 11(1),
10 [cit. 2021-01-23]. ISSN 1754-1611. Dostupné z: doi:10.1186/s13036-017-0052-9

LISANTI, Sofia, Wan OMAR, Barttomiej TOMASZEWSKI et al. Comparison of Methods for
Quantification of Global DNA Methylation in Human Cells and Tissues. PLoS ONE [online].
2013, 8(11), 79044 [cit. 2021-01-23]. ISSN 1932-6203. Dostupné z:
doi:10.1371/journal.pone.0079044

WU, Hui-Chen, Lissette DELGADO-CRUZATA, Julie FLOM, Maya KAPPIL, Jennifer FERRIS, Yuyan
LIAO, Regina SANTELLA a Mary TERRY. Global methylation profiles in DNA from different blood
cell types. Epigenetics [online]. 2014, 6(1), 76-85 [cit. 2021-01-23]. ISSN 1559-2294. Dostupné
z: d0i:10.4161/epi.6.1.13391

JONES, Peter A. Functions of DNA methylation: islands, start sites, gene bodies and beyond.
Nature Reviews Genetics [online]. 2012, 13(7), 484-492 [cit. 2021-01-25]. ISSN 1471-0056.
Dostupné z: doi:10.1038/nrg3230

DIMOPOULOS, K, P GIMSING a K GRgNBzK. The role of epigenetics in the biology of multiple
myeloma. Blood Cancer Journal [online]. 2014, 4(5), 207-207 [cit. 2021-01-23]. ISSN 2044-
5385. Dostupné z: doi:10.1038/bcj.2014.29

BAIN, Barbara, David CLARK a Bridget WILKINS. Bone Marrow Pathology [online]. Chichester,
UK: John Wiley & Sons, Ltd, 2019 [cit. 2021-01-23]. ISBN 9781119398929.

ROLLIG, Christoph, Stefan KNOP a Martin BORNHAUSER. Multiple myeloma. The Lancet
[online]. 2015, 385(9983), 2197-2208 [cit. 2021-01-23]. ISSN 01406736. Dostupné z:
doi:10.1016/50140-6736(14)60493-1

STORK, Martin, Jitka VACULOVA, Ludék POUR, Viera SANDECKA, Zdenék ADAM, Marta KREJCI
a Zdenék KRAL. Novinky v 1é¢bé mnohocetného myelomu. Interni Med. 2017, 19(1), 20-22.
ISSN 1803-5256. Dostupné z: doi:10.36290/int.2017.003

81



(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

(90)

(91)

(92)

RAJKUMAR, S. a Shaji KUMAR. Multiple myeloma current treatment algorithms. Blood Cancer
Journal [online]. 2020, 10(9), 94 [cit. 2021-01-23]. ISSN 2044-5385. Dostupné z:
do0i:10.1038/s41408-020-00359-2

ISSA, Mark E., Farnaz Sedigheh TAKHSHA, Chandra Sekhar CHIRUMAMILLA, Claudina PEREZ-
NOVO, Wim VANDEN BERGHE a Muriel CUENDET. Epigenetic strategies to reverse drug
resistance in heterogeneous multiple myeloma. Clinical Epigenetics [online]. 2017, 9(1), 17 [cit.
2021-01-25]. ISSN 1868-7075. Dostupné z: doi:10.1186/s13148-017-0319-5

HEUCK, Christoph J., Jayesh MEHTA, Tushar BHAGAT et al. Myeloma Is Characterized by Stage-
Specific Alterations in DNA Methylation That Occur Early during Myelomagenesis. The Journal
of Immunology [online]. 2013, 190(6), 2966-2975 [cit. 2021-01-23]. ISSN 0022-1767. Dostupné
z: d0i:10.4049/jimmunol.1202493

SIVE, Jonathan |., Andrew FEBER, Dean SMITH, John QUINN, Stephan BECK a Kwee YONG.
Global hypomethylation in myeloma is associated with poor prognosis. British Journal of
Haematology [online]. 2016, 172(3), 473-475 [cit. 2021-01-27]. ISSN 00071048. Dostupné z:
doi:10.1111/bjh.13506

BRUYER, Angelique, Ken MAES, Laurie HERVIOU et al. DNMTi/HDACi combined epigenetic
targeted treatment induces reprogramming of myeloma cells in the direction of normal
plasma cells. British Journal of Cancer [online]. 2018, 118(8), 1062-1073 [cit. 2021-01-24]. ISSN
0007-0920. Dostupné z: doi:10.1038/s41416-018-0025-x

FERNANDEZ DE LARREA, Carlos, Beatriz MARTIN-ANTONIO, Maria Teresa CIBEIRA et al. Impact
of global and gene-specific DNA methylation pattern in relapsed multiple myeloma patients
treated with bortezomib. Leukemia Research [online]. 2013, 37(6), 641-646 [cit. 2021-01-25].
ISSN 01452126. Dostupné z: doi:10.1016/].leukres.2013.01.013

WALKER, Brian A., Christopher P. WARDELL, Laura CHIECCHIO et al. Aberrant global
methylation patterns affect the molecular pathogenesis and prognosis of multiple myeloma.
Blood [online]. 2011, 117(2), 553-562 [cit. 2021-01-23]. ISSN 0006-4971. Dostupné z:
do0i:10.1182/blood-2010-04-279539

VIZAN, Pedro, Arantxa GUTIERREZ, Isabel ESPEJO et al. The Polycomb-associated factor PHF19
controls hematopoietic stem cell state and differentiation. Science Advances [online]. 2020,
6(32), 2745 [cit. 2021-01-28]. ISSN 2375-2548. Dostupné z: doi:10.1126/sciadv.abb2745

XIE, Zhigang a Wee Joo CHNG. MMSET: Role and Therapeutic Opportunities in Multiple
Myeloma. BioMed Research International [online]. 2014, 2014, 636514 [cit. 2021-01-28]. ISSN
2314-6133. Dostupné z: doi:10.1155/2014/636514

KURDYUKOQV, Sergey a Martyn BULLOCK. DNA Methylation Analysis: Choosing the Right
Method. Biology [online]. 2016, 5(1), 3 [cit. 2021-01-23]. ISSN 2079-7737. Dostupné z:
doi:10.3390/biology5010003

BECK, Stephan a Vardhman RAKYAN. The methylome: approaches for global DNA methylation
profiling. Trends in Genetics [online]. 2008, 24(5), 231-237 [cit. 2021-01-23]. ISSN 01689525.
Dostupné z: doi:10.1016/].tig.2008.01.006

MOHSEN, Karimi, Sofia JOHANSSON a Tomas EKSTROM. Using LUMA: a Luminometric-Based
Assay for Global DNA-Methylation. Epigenetics [online]. 2006, 1(1), 45-48 [cit. 2021-01-23].
ISSN 1559-2294. Dostupné z: doi:10.4161/epi.1.1.2587

POGRIBNY, Igor, Ping Yl a S.Jill JAMES. A Sensitive New Method for Rapid Detection of
Abnormal Methylation Patterns in Global DNA and within CpG Islands. Biochemical and
Biophysical Research Communications [online]. 1999, 262(3), 624-628 [cit. 2021-01-23]. ISSN
0006291X. Dostupné z: doi:10.1006/bbrc.1999.1187

KARIMI, Mohsen, Karin LUTTROPP a Tomas EKSTROM. Global DNA Methylation Analysis Using
the Luminometric Methylation Assay. TOLLEFSBOL, Trygve O., ed., Trygve TOLLEFSBOL.
Epigenetics Protocols [online]. Totowa, NJ: Humana Press, 2011, s. 135-144 [cit. 2021-01-23].

82



(93)

(94)

(95)

(96)

(97)

(98)

(99)

(100)

(101)

(102)

(103)

Methods in Molecular Biology. ISBN 978-1-61779-315-8. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-
61779-316-5_11

WANG, Xuan, Yan-Bin ZHU, Hai-Peng CUIl a Ting-Ting YU. Aberrant promoter methylation of
p15 INK4b and p16 INK4a genes may contribute to the pathogenesis of multiple myeloma: a
meta-analysis. Tumor Biology [online]. 2014, 35(9), 9035-9043 [cit. 2021-01-23]. ISSN 1010-
4283. Dostupné z: doi:10.1007/s13277-014-2054-2

HU, Jing a Nancy H. COLBURN. Histone Deacetylase Inhibition Down-Regulates Cyclin D1
Transcription by Inhibiting Nuclear Factor-kB/p65 DNA Binding. Molecular Cancer Research
[online]. 2005, 3(2), 100-109 [cit. 2021-01-29]. ISSN 1541-7786. Dostupné z:
doi:10.1158/1541-7786.MCR-04-0070

DASKALAKIS, Michael, Tudung T. NGUYEN, Carvell NGUYEN, Per GULDBERG, Gabriele KOHLER,
Pierre WIJERMANS, Peter A. JONES a Michael LUBBERT. Demethylation of a hypermethylated
P15/INK4B gene in patients with myelodysplastic syndrome by 5-Aza-2’-deoxycytidine
(decitabine) treatment. Blood [online]. 2002, 100(8), 2957-2964 [cit. 2021-01-29]. ISSN 1528-
0020. Dostupné z: doi:10.1182/blood.V100.8.2957

KRAVCHENKO, D.S., A.E. IVANOVA, E.S. PODSHIVALOVA a S.P. CHUMAKOV. PDLIM4/RIL-
mediated regulation of Src and malignant properties of breast cancer cells. Oncotarget
[online]. 2020, 11(1), 22-30 [cit. 2021-01-29]. ISSN 19492553. Dostupné z:
doi:10.18632/oncotarget.27410

BOUMBER, Yanis A., Yutaka KONDO, Xugi CHEN et al. RIL, a LIM Gene on 5g31, Is Silenced by
Methylation in Cancer and Sensitizes Cancer Cells to Apoptosis. Cancer Research [online].
2007, 67(5), 1997-2005 [cit. 2021-01-29]. ISSN 0008-5472. Dostupné z: doi:10.1158/0008-
5472.CAN-06-3093

VANAIJA, Donkena Krishna, Michael E. GROSSMANN, John C. CHEVILLE et al. PDLIM4, An Actin
Binding Protein, Suppresses Prostate Cancer Cell Growth. Cancer Investigation [online]. 2009,
27(3), 264-272 [cit. 2021-01-29]. ISSN 0735-7907. Dostupné z:
doi:10.1080/07357900802406319

KRAVCHENKO, D. S., A. E. IVANOVA, E. S. PODSHIVALOVA a S. P. CHUMAKOV. PDLIM4/RIL-
mediated regulation of Src and malignant properties of breast cancer cells. Oncotarget
[online]. 2020, 11(1), 22-30 [cit. 2021-01-29]. ISSN 19492553. Dostupné z:
doi:10.18632/oncotarget.27410

SEIDL, Sonja, Jutta ACKERMANN, Hannes KAUFMANN, Andrea KECK, Thomas NOSSLINGER,
Christoph C. ZIELINSKI, Johannes DRACH a Sabine ZOCHBAUER-MULLER. DNA-methylation
analysis identifies the E-cadherin gene as a potential marker of disease progression in patients
with monoclonal gammopathies. Cancer [online]. 2004, 100(12), 2598-2606 [cit. 2021-01-29].
ISSN 0008543X. Dostupné z: doi:10.1002/cncr.20295

BRAGGIO, Esteban, Angelo MAIOLINO, Maria E. GOUVEIA, Roberto MAGALHAES, Jodo T.
SOUTO FILHO, Marcia GARNICA, Marcio NUCCI a llana Zalcberg RENAULT. Methylation status
of nine tumor suppressor genes in multiple myeloma. International Journal of Hematology
[online]. 2010, 91(1), 87-96 [cit. 2021-01-29]. ISSN 0925-5710. Dostupné z:
doi:10.1007/s12185-009-0459-2

GUILLERM, Gaélle, Stéphane DEPIL, Darius WOLOWIEC a Bruno QUESNEL. Different prognostic
values of p15(INK4b) and p16(INK4a) gene methylations in multiple myeloma. Haematologica
[online]. 2003, 88(3), 476-478 [cit. 2021-01-29]. Dostupné z: doi:10.3324/%x

STANGANELLI, Carmen, Jorge ARBELBIDE, Dorotea Beatriz FANTL, Claudia CORRADO a Irma
SLAVUTSKY. DNA methylation analysis of tumor suppressor genes in monoclonal gammopathy
of undetermined significance. Annals of Hematology [online]. 2010, 89(2), 191-199 [cit. 2021-
01-29]. ISSN 0939-5555. Dostupné z: doi:10.1007/s00277-009-0818-3

83



(104)

(105)

NG, M.H.L., Y.F. CHUNG, K.W. LO, N.W.R. WICKHAM, J.C.K. LEE a D.P. HUANG. Frequent
hypermethylation of p16 and p15 genes in multiple myeloma. Blood [online]. 1997, 89(7),
2500-2506 [cit. 2021-01-29]. ISSN 00064971. Dostupné z: doi:10.1182/blood.v89.7.2500

IVY H. N., Wong, Ng MARGARET H. L., Lee JOSEPH C. K., Lo KWOK-WAI, Chung YUK-FEI a Huang
DOLLY P. Transcriptional silencing of the p16 gene in human myeloma-derived cell lines by
hypermethylation. British Journal of Haematology [online]. 1998, 103(1), 168-169 [cit. 2021-
01-29]. ISSN 00071048. Dostupné z:
https://search.ebscohost.com/login.aspx?direct=true&db=edsovi&AN=edsovi.00002328.1998
10000.00025&lang=cs&site=eds-live&scope=site&authtype=shib&custid=s7108593

84



