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1 UVOD

Amyloidoza je vzacna skupina onemocnéni, u kterych dochazi k ukladani Spatné
slozenych amyloidnich proteint (tzv. amyloidi) ve tkanich a organech. Akumulace
amyloidli postupem casu narusuje tkanové mikroprostiedi, coz mize vést az k selhani
postizen¢ho organu. K dneSnimu dni je znamo nékolik amyloidnich proteint
odpovédnych za vznik amyloidézy. Lécba je dostupnd pro vétSinu amyloidoz, je vSak
pro jednotlivé typy specifickd. Pro zvoleni odpovidajici 1é¢by je tedy zasadni spravna
identifikace amyloidniho proteinu, tzv. typizace amyloidu.

Diagnostika amyloidéz zahrnuje histologicky prikaz amyloidu ve tkani pomoci
barveni kongo cerveni. Naslednd typizace amyloidu se v klinické praxi provadi
imunohistochemickou metodou, avSak tento pfistup ma urcitd omezeni, piedevsim
v citlivosti a specificité protilatek. Dalsi mozny piistup v typizaci amyloidu je
proteomickd analyza, kterd umoziuje piimo identifikovat amyloidni protein
z biologického vzorku. Typizace amyloidu je zalozena na stanoveni nejvice abundantniho
amyloidniho proteinu.

V ramci experimentalni ¢asti mé prace byly zavedeny proteomické metody
pro typizaci amyloidu z parafinovanych vzorka tkani pomoci laserové mikrodisekce
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LMD-LC-MS/MS) a také ze vzorka tukové tkané
pomoci hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS).



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Amyloidoza

2.1.1 Charakteristika

Amyloidéza je oznaceni pro vzacnou skupinu onemocnéni, kterou charakterizuje
ukladani abnormalné slozenych proteint (tzv. amyloidd) v riznych tkanich a organech.
Amyloidni depozita narusuji tkanové mikroprostiedi, coz miize ¢asem vést az k selhani
postizeného organu (Theis et al., 2013). Dle rozsahu postizeni se amyloidozy déli na
systémové a lokalizované. Nejcastéji postizené organy jsou jatra, ledviny, nervovy
systém a srdce (Brambilla et al., 2013).

Za vznikem amyloidu stoji prekurzorovy amyloidni protein, ktery podstoupi
fibrilizaci na zakladé zmény v jeho fyzikalné-chemické vlastnosti. V soucasné dob¢ je
znamo 31 prekurzorovych proteini odpovédnych za vznik amyloidozy (Sipe et al., 2014).
Mezi nejcastéji se vyskytujici amyloidézy se fadi ALk nebo ALA amyloidoza,
AA amyloidoza a ATTR amyloid6za (Hazenberg, 2013)

2.1.2 Historie

Termin ,,amyloid*“ jako prvni ustanovil vroce 1854 némecky védec Rudolf
Virchow, kdy takto oznacil abnormalni tkan vykazujici pozitivni zbarveni pii reakci
s jodem, stejné reakci jako ptireakci s celul6zou a Skrobem. Z tohoto ditvodu bylo slozeni
amyloidu pfisuzovano celuldze ¢i Skrobu (Sipe et Cohen, 2000).

Porozuméni struktury amyloidu rostlo s vyvojem zobrazovacich technik jako
naptiklad svételnd mikroskopie. Velky pokrok v identifikaci amyloidu znamenal objev
moznosti barveni pomoci kongo ¢ervené v roce 1922 (Bennhold, 1922). Zavedeni in vitro
pfistupil a vylepSeni purifikace vedlo k izolaci amyloidnich fibril z tkdné, coZ umoznilo
studovat jejich strukturu na molekularni Grovni. Provedeni X-ray difrakce v roce 1968
prokazalo pfitomnost formy -skladaného listu (Eanes et Glenner, 1968). Pozdé&ji od roku
1980 doslo k rozvoji metod k prikazu typu amyloidu pomoci imunodetekce a byly
pfipraveny protilatky pro vétSinu znamych amyloidéz, coz pomohlo v diagnostice tohoto
onemocnéni (Linke, 2012). Az v poslednich letech se zavedl prikaz typu amyloidu

pomoci proteomické analyzy (Nizhnikov et al., 2015).



2.1.3 Klasifikace amyloidéz

V prubéhu let existovaly rizné klasifikace napf. na zéklad¢ organové distribuce
amyloidovych depozit a klinickych nélezi. Plivodni klasifikace rozdéluje amyloidézy do
nekolika skupin: primarni, sekundarni, dédicné a amyloidoézy spojené s mnohocetnym
myelomem (Sipe et Cohen, 2000). U primarni amyloidézy (nyni AL amyloiddza) nebyla
zaznamenana zadna pficina vzniku onemocnéni. Sekundarni amyloidéza (nyni AA
amyloidoza) bylo oznaCeni pro onemocnéni v reakci na jiné primarni onemocnéni,
obvykle chronicky zanét (Picken et al., 2007). Toto rozdéleni je dnes jiz zastaralé
a nepouziva se (Sipe et al., 2014).

Nazvoslovi a klasifikace amyloidéz je v dnesni dobé zalozena na chemické
identifikaci amyloidniho proteinu. Tento protein je definovan takto: v téle musi dojit
k tvorbé amyloidnich depozit s afinitou ke kongo Cerveni a musi vykazovat typicky
zeleny dvojlom v polarizovaném svétle. Pokud je moznost, musi byt také potvrzena
aminokyselinova sekvence (Sipe et al., 2014).

Pro zjednoduseni se amyloidozy déli dle ptivodu onemocnéni na ziskané a dédicné
(Sipe et al., 2014). Dle rozsahu postizeni na lokalizované a systémové amyloidéozy.
V piipadé¢ lokalizované amyloidozy dochazi k ukladani amyloidniho proteinu v jednom

organu, v piipad¢ systémové amyloidozy ve vice organech (Picken, 2010).

2.1.3.1 Nomenklatura amyloidoz

Nazvoslovi amyloidnich proteinti a klinickou klasifikaci amyloidéz formuluje
vybor mezinarodni spole¢nosti pro amyloidézu (International Society of Amyloidosis,
ISA). K dnesnimu dni je znamo 31 extracelularnich fibrilovych proteini u ¢lovéka
(Tab. 1), z nichz devét bylo zjisténo také u zvifat (Sipe et al., 2014).

Amyloidni protein se oznacuje jako protein A s nasledujicim indexem, ktery je
zkracenou formou amyloidniho prekurzorového proteinu. Naptiklad amyloidni protein
odvozeny od lehkych fetézct imunoglobulinu je AL (A + imunoglobulinovy lehky
fetézec) a nemoc je oznacovana jako AL amyloid6za. Mutovana varianta amyloidniho
proteinu se pojmenovava podle substituce nebo delece na proteinu, napt. ATTRV3OM
nebo ALysI56T. Je doporuéeno pouzit tiipismenkovy kod pro aminokyseliny, pokud bylo
provedeno sekvenovani DNA. Mutace by se méla umistit do zavorek, tedy TTRV30OM
varianta by mé¢la byt zapsana jako TTR c.(Val50Met) (Sipe et al., 2014).
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Tab. 1: Seznam amyloidnich proteint dle sou¢asné nomenklatury (Sipe et al., 2014).

Amvloidni Systémova | Ziskana
yiol Prekurzorovy protein a/nebo nebo Cilové organy
protein lokalizovana | dédicna
AL Lehké fetézce imunoglobulinil S, L Z,D vSechny organy kromé CNS
AH Tézké tetézce imunoglobulint S, L Z vSechny organy kromé CNS
AA Sérovy amyloid A S Z vSechny organy kromé CNS
.. , srdce hlavné u muzu,
ATTR Transtyretin, divoky typ S Z ligamenta
Transthyretin, varianty S D PNS, ANS, srdce, oko
APM B2-mikroglobulin, divoky typ L Z pohybovy systém
2 B2-mikroglobulin, varianty S D ANS
. . . srdce, jatra, ledviny, PNS,
AApoAl Apolipoprotein Al, varianty S D varlat, hrtan, kiize
AApoAll | Apolipoprotein All, varianty S D ledviny
AApOAIV @gOI‘pOPrOtem ALV, divoky S z | dieh ledvin
AGel Gelsolin, varianty S D PNS, rohovka
ALys Lysozym, varianty S D ledviny
ALECT2 Leukocytérni chemotakticky S z predevsim ledviny
faktor 2
AFib Fibrinogen a-fetézec, varianty S D predevsim ledviny
ACys Cystatin C, varianty S D PNS, kiize
ABri AB.I‘I proteinovy prekurzor, s D CNS
varianty
ADan ADan proteinovy prekurzor, L D CNS
varianty
AB pr9temovy prekurzor, L 7 CNS
AP divoky typ
AP proteinovy prekurzor,
. CNS
varianty
Prionovy protein, divoky typ Z CJD, Fatalni insomnie
APrP . , . . CJD, GSS syndrom, Fatalni
Prionovy protein, varianty . .
insomnie
ACal (Pro) kalcitonin L z C jbunky u nadoru Stitné
zlazy
Ostrivkovy amyloidovy Langerhansovy ostruvky
AIAPP . . - ey s .
polypeptid (amylin) slinivky bfi$ni, Inzulinom
AANF Atrialni natriureticky faktor srdecni siil
APro Prolaktin L 7 Prolakytmom, starnuti
hypofyzy '
Alns Inzulin L 7 iatrogenné v misté vpichu
inzulinu
ASPC Plicni surfaktant L Z plice
AGal7 Galektin 7 L Z ktize
ACor | Corneodesmosin L Z zrohovatély epitel, viasové
folikuly
AMed Lactadherin L Z senilni aorta, Tunica media
AKer Kerato-epitelin L z rohovka
AlLac Laktoferin L Z rohovka
AOAAP Odor'ltoger}m protein L Z odontogenni nadory
asociovany s ameloblastomem
ASeml Semenogelin 1 L Z semenny vacek
AEnf Enfuvirtid L Z iatrogenni poskozeni

ANS — autonomni nervova soustava; CJD — Creutzfeldt-Jakobova choroba;

CNS — centralni nervova

soustava; D — dédi¢na, GSS — Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrom; L — lokalizovana;
PNS — periferni nervova soustava; S — systémova; Z — ziskana
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2.1.4 Lokalizovand amyloid6za

Lokalizovana amyloiddza je charakterizovana tim, ze se amyloidni depozita tvofi
jen v jednom organu. Piedpoklada se, ze jiz ve véku okolo 60 let ma amyloidni depozita
v jednom nebo vice organech kazdy clovék. Lokalizované amyloidézy se vyskytuji
ve spojeni se specifickymi chorobami a mizou se rovnéz podilet na jejich patogenezi
(Westermark, 2012a).

Vznik lokalizované amyloidézy muze byt zpusoben nadmérnou produkei
prekurzorového proteinu. V tomto piipadé je vétSina klinicky vyznamnych
lokalizovanych amyloidéz typu AL a dochéazi k mistni produkci amyloidogenniho
lehkého fetézce imunoglobulinu (Pinney et Hawkins, 2012). K ukladani amyloidu pak
dochazi v misté¢ produkce prekurzorového proteinu, nejéastéji v dychacim traktu,
urogenitalnim traktu, kizi, hrtanu, prsu nebo orbité (Hazenberg, 2013).

Lokalizovana amyloidni depozita lze také nalézt kolem mist vpichu inzulinu,
atopti opakovaném podavani v pribéhu nékolika let. Tato forma dostala nazev
iatrogenni Alns amyloiddza, ktera se detekuje pomoci protilatek proti inzulinu (Shikama
et al., 2010). Organové specificka amyloidoza se vyskytuje u Alzheimerovy choroby
(ukladani beta amyloidu v mozku) a pti diabetes mellitus 2. typu (ukladani amylinu
v Langerhansovych ostrivcich). Role wukladani amyloidu v patogenezi téchto

onemocnéni zatim neni znama (Falk et al., 1997; Hazenberg, 2013).
2.1.5 Systémova amyloidoza

Systémova amyloidéza je charakterizovdna tim, Ze se amyloidni depozita tvofi
ve vice organech. Prekurzorovy protein cirkuluje v krevnim obéhu a mé potencidlni
pristup k téméf vSem organiim nebo tkanim v téle. Jsou vSak specifické amyloidni
proteiny, které se ukladaji prevazné v urcitych organech, napiiklad Fibrinogen-a
a leukocytarni chemotakticky faktor 2 v ledvinach, B2-mikroglobuliny v kloubech
a transthyretin (ATTRV30M varianta) v perifernich nervech (Merlini et Bellotti, 2003).
Duivody preference nékterych organti nejsou pfili§ znamy. Vliv na pozice ukladani
amyloidu by mohla mit samotna koncentrace prekurzorového proteinu, pH, pfitomnost
proteolytickych enzymti (Merlini et Bellotti, 2003)., dale interakce prekurzorového
proteinu s kolagenem (Harris etal., 2000) nebo s glykosaminoglykany (Stevens et
Kisilevsky, 2000). Mezi nejcastéjsi typy systémové amyloidozy patii AL amyloidéza,
AA amyloidoza a ATTR amyloidéza (Hazenberg, 2013).
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2.1.5.1 AL amyloidoza

AL amyloiddza je nejCastéjsi typ systémové amyloidézy ve vyspélych zemich
s odhadovanym vyskytem 9 ptipadli na milion obyvatel za rok. Ve vétsing€ studii je mezi
pacienty zaznamenan o néco vyssi podil muza (Hazenberg, 2013). Primérny vek pacienti
je 65 let, 10 % pacientd je mladsich 50 let (Desport et al., 2012). Prognéza pieziti
u nelécenych pacientti byva okolo 6-15 mésicu (Kyle et Gertz, 1995).

Toto onemocnéni je zpusobeno dyskrazii plazmatickych bun€k v kostni dieni.
Plazmatické buniky produkuji abnormalni proteiny a dochézi k extraceluldrni depozici.
Prekurzorovy protein je lehky fetézec imunoglobulinu, lambda nebo kappa (Desport
et al., 2012; Hazenberg, 2013). AL amyloidoza se vyskytuje pfi mnoho¢etném myelomu
(ptiblizné 15% pacienti ma mnohocetny myelom), ziidka také pi¥i Non-Hodgkinovu
lymfomu nebo Waldenstromové makroglobulinemii (Pinney et Hawkins, 2012).

AL amyloidoza se projevuje unavou az u 2/3 pacientll a ubytkem véhy ve vice nez
poloviné piipadl. Samotny Ubytek vahy miliZe piejit aZ do anorexie ¢i dysgeuzie, tedy
poruchy vnimani chuti. Podvyziva (nizkd hodnota mass index) a nizkd hladina
prealbuminu v séru jsou vyznamnymi prognostickymi faktory u AL amyloiddzy
(Caccialanza et al., 2006).

Mezi nejcastéji postizené organy patii ledviny. Proteinurie je pfitomna u 73 %
pacientl a nefroticky syndrom u 30 % pacientt (Leung et al., 2012). Mezi dalsi klinické
projevy patii kardiomyopatie, nefroticky syndrom, rendlni selhani, hepatomegalie

(zvétseni jater), splenomegalie (zvétSeni sleziny), hypotenze a dalsi (Hazenberg, 2013).

2.1.5.2 AA amyloiddza

[ 4

Nejbéznéjsim typem amyloidozy v rozvojovych zemich je AA amyloidéza, diive
také nazyvana jako sekundarni nebo reaktivni amyloidéza. Incidence AA amyloidozy se
odhaduje na 1-2 piipady na milion obyvatel za rok. U pacientt s diagnostikovanym typem
AA je zaznamenan v¢étsi podil Zen, predevsim kvili revmatoidni artritid€, kterd postihuje
Castgji Zeny. V rozvojovych zemich je mira vyskytu AA amyloidézy vyssi z diivodu
vetsiho rozsiteni infek¢nich chorob (Hazenberg, 2013). Primérny vék diagnostikovanych
pacientt je 45-55, median preziti je odhadovan na 4 roky (Hemminki et al., 2012; de Asta
etal., 2014).
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AA amyloidoza je zptisobena dlouhodobym zanétlivym stavem. Vyskytuje se pfi
revmatoidni artritidé¢ (Mutru et al., 1985), chronické infekcei (tuberkuldza, osteomyelitida,
lepra) nebo pii dédicném zanétlivém onemocnéni jako je familiarni sttedomotska horecka
(Ben-Zvi et Livneh, 201; Pinney et Hawkins, 2012; Westermark et al., 2015).

Prekurzorovy amyloidni protein je sérovy amyloid A (SAA), coz je reaktant akutni
faze. Je syntetizovan v hepatocytech na zakladé prozanétlivych cytokini (IL-6).
Fyziologicka hladina SAA v plazmé je 3 mg/l, tento stav se miize v prib¢hu akutni faze
zvysit vice nez tisickrat. Dlouhotrvajici zvySeni hladiny SAA je pfedpokladem k rozvoji
AA amyloidozy (Pinney et Hawkins, 2012, Westermark et al., 2015).

Tento typ amyloidozy postihuje predevsim ledviny. U vice nez 95% se vyskytuje
proteinurie, dale nefroticky syndrom nebo selhani ledvin. PostiZeni srdce nebo nervové
soustavy je velmi vzacné. Dalsimi klinickymi projevy onemocnéni jsou neuropatie,
hepatomegalie (zvétSeni jater), splenomegalie (zvétSeni sleziny) nebo postiZeni stiev

(Lachmann et al., 2007; Pinney et Hawkins, 2012).

2.1.5.3 ATTR amyloidéza

ATTR amyloiddza je tieti nejrozsifenéjsi typ amyloidozy na svété. Dédicna forma
této amyloidozy je zptisobena bodovou mutaci prekurzorového proteinu transthyretinu
(TTR). Jedna se nejcastéji o autosomaln¢ dominantni dédiéné onemocnéni. Bylo popséno
kolem stovky mutaci TTR. Nejcastéjsi popisovana TTR mutace je substituce methioninu
(M) zavalin (V) v pozici 30 (TTRV30M) (Connors et al., 2003; Pinney et Hawkins, 2012)

Ukladanim TTR je nejcastéji postiZen periferni a autonomni nervovy systém, srdce,
sklivec, stfeva a CNS. Mezi hlavni klinické projevy onemocnéni patii periferni
a autonomni neuropatie, zndma jako familidrni amyloidni polyneuropatie (FAP), ale také
kardiomyopatie a selhani ledvin. FAP je zdvazné progresivni onemocnéni, kdy je
po prvnich projevech symptomt odhadovana pramérné délka zivota na 10 let. U jedinct
S casnym nastupem onemocnéni dochazi k rychlému pribéhu nemoci, zatimco u jedincti
starSich 55 let je prib&h pomalejsi a piezivaji az 20 let (Benson, 2003; Pinney et Hawkins,
2012; Hazenberg, 2013).

Existuje také nedédicna forma ATTR amyloidozy, takzvand ziskand senilni
amyloid6za (SSA). Vyskytuje se témet vyhradn€ u muzi starsich 65 let. Pitevni studie
naznacuji, Ze jsou amyloidni depozita v tkdni srdce pfitomna az u 25% vSech

osmdesatniki (Dungu et al., 2012).
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Pii tomto onemocnéni plsobi nemutovany (wild-type) TTR jako amyloidni
prekurzor (Dungu et al., 2012). Dtuvody jeho fibrilogeneze a nasledného ukladani
ve form¢ amyloidu neni objasnéno. Studie naznacuji, Ze post-translacni modifikace na
TTR a nebo jeho chaperont podilejicich se na spravném sbaleni/sloZeni proteinu, mohou
ptispivat k tvorbé amyloidnich fibril (Buxbaum et al., 2012).

K ukladani amyloida pak dochazi piedevsim v srdci, dale také v plicich, zazivacim
traktu nebo v jatrech (Dubrey et al., 2011). Onemocnéni se vyznacuje pomalu probihajici
kardiomyopatii a srdeCnim selhanim, Casto ve spojeni se syndromem karpalniho tunelu

(Dungu et al., 2012).
2.1.6 Incidence

Obsahlejsi informace o incidenci onemocnéni nejsou k dispozici dokonce
ani v rozvinutych zemich. V ramci Ceské republiky je amyloidéza poddiagnostikovana.

Nejvétsi studie probéhla v Olmsted County ve stat¢ Minnesota, kde s ohledem
na vék a pohlavi prokazali s 95% spolehlivosti incideci 1,5 - 8,12 ptipadt na milion
obyvatel za rok (Kyle et al., 1992).

V ramci studie ve Svédsku probihajici v letech 2001 a 2008 bylo identifikovano
celkem 949 pacientii s amyloidozou, coz odpovida incidenci 8,29 piipadt na milion
obyvatel ro¢né. Odhadovana incidence AL amyloidozy byla 3,2 pfipady na milion
obyvatel a AA amyloidézy 2 pfipady na milion obyvatel za rok. Vétsina pacientd mé¢la
nad 65 let (Hemminki et al., 2012).

Studie ve Velké Britanii na zaklad¢ informace z umrtnich listG odhaduje umrti jako
nasledek amyloidozy na 0,58 piipadi na 1000 umrti, ztoho 80 % zaujima AL
amyloiddza. Incidence systémové amyloidozy se dle studie kazdoro¢né zvySuje, v roce
2008 byl ptiblizné 0,8 na 100 000 obyvatel. Tento zdanlivy narist mize odraZet skutecny
narist incidence onemocnéni, ale mohl by stejné dobie byt zptsoben lepsim povédomim

o nemoci samotné nebo lepsimi diagnostickymi metodami (Pinney et al., 2013).
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2.1.7 Patogeneze

Za vznik amyloidozy je v principu zodpovédny prekurzorovy protein nebo peptid,
ktery ztrati nebo nenabyde fyziologické schopnosti funk¢niho sloZeni. Tento abnormalni
Spatné slozeny protein podstoupi nasledné fibrilizaci a dochazi k extracelularni akumulaci
ve formé amyloidnich depozit (Chiti et Dobson, 2006).

K amyloidogenezi, procesu vzniku amyloidu, mize dojit prostfednictvim nékolika
riznych mechanismii. Napiiklad genetickd mutace prekurzorového proteinu miize mit
za nasledek tvorbu amyloidniho proteinu. Do této skupiny se fadi pfedevSim dédicné
formy amyloid6z. Amyloid se mize také vytvofit z divokého typu proteinu. Ptikladem je
senilni amyloidoza z divokého typu transthyretinu. AA amyloidéza vznika v disledku
zvySené koncentrace sérového amyloidniho A proteinu, ke které muize dochazet pfi
chronické infekéni chorobg, zanétlivych stavech, syndromu periodické horecky
¢i u Castlemanovy choroby (Westermark et al., 2015). AB2M amyloidéza vznika
nasledkem snizené eliminace P2-mikroglobulinu u pacienti s onemocnénim ledvin
(Leung et al., 2012).

Jinou mozZnosti vzniku amyloidu je proteolyticka piestavba prekurzorového
proteinu. Ve spojeni Samyloidovym prekurzorovym proteinem (APP) byly
identifikovany tfi enzymy, a- -, y-sekretdza. Tyto enzym jsou zodpoveédné za produkci
amyloidu beta (AP) $tépenim APP a naslednou tvorbu amylodnich depozit v mozku
u Alzheimerovy choroby (Strooper et al., 2010). V ptfipadé¢ AL nebo AH amyloidozy je
amyloidogeneze zpiisobena kombinaci riznych mechanismi jako akumulace, mutace
a proteolyticka prestavba (Leung et al., 2012).

Priony jakoZto infek¢ni agens bez obsahu nukleové kyseliny se mohou také podilet
na tvorbé amyloidu. Mechanismus je zaloZen na konformac¢ni premeéné helikalni isoformy
prionového proteinu (PrP°) v nerozpustnou infekéni izoformu (PrPS°), ktera je bohata na
struktury B-skladaného listu. Tato forma ma za nasledek tvorbu amyloidnich plak.
Onemocnéni zptisobené priony jsou tzv. pfenosné spongiformni encefalopatie (TSEs),
mezi néz patii naptiklad Creutzfeldt-Jakobovu chorobu (Aguzzi, 2008; Stohr et al.,
2008). U nékterych typti amyloid6z zlstava mechanismus patogeneze stale neurcen, jako

naptiklad u ALECT2. (Leung et al., 2012).

16



Samotny proces, jakym amyloidni depozita poskozuji organy, neni pfili§ dobie
pochopen. Pravdépodobné extracelularni depozice amyloidnich fibril vede k naruseni
tkanového mikroprostfedi, coz ma za nasledek postupnou ztratu funkce postizeného
organu (Hazenberg, 2013). Dalsi hypotéza naznacuje, ze je poSkozeni zplisobeno
toxickymi U€inky meziprodukti rané¢ faze fibrilizace, konkrétné¢ se jedna

0 nizkomolekularni rozpustné predfibrilni oligomery (PFOs) (Diociaiuti et al., 2014).
2.1.7.1 Amyloidni fibrily

I pfes zna¢nou rozmanitost aminokyselinovych sekvenci a terciarnich struktur je
znamo, ze morfologie a histochemické vlastnosti vSech amyloidnich fibril jsou az
pozoruhodné podobné. Proces tvorby amyloidnich fibril zahrnuje opakované skladani
nativni struktury prekurzorového proteinu, coz vede k vytvoreni meziproduktt s vysokym
podilem B-skladaného listu, které se akumuluji v podob¢ protofilament a nakonec vedou
k tvorb¢ fibril (Pepys, 2001).

Zasadni pro tvorbu amyloidu je tedy zvySena frekvence struktur B-skladaného listu
vedouci k tvorbé vodikovych vazeb mezi monomery Spatné slozené¢ho proteinu
a vytvoreni fibril, které jsou nerozpustné a odolné vuci degradaci (Westermark et al.,
2015). Tyto pevné a nerozvétvené fibrily maji v priméru asi 10 nm a jsou tvofeny
strukturou [-skladaného listu, ktery se obvykle sklddd z peptidi uspotfddanych
v antiparalelni konfiguraci (Westermark et al., 2015).

Obecné plati, Zze nativni protein podstoupi proces amyloidogeneze v dusledku
destabilizace jeho ptivodni konformace. Amyloidni proteiny nemaji zadnou podobnost
V jejich primarni, sekundarni nebo terciarni struktute, nicméné proces tvorby abnormalné
slozenych proteini je stejny. Zaujima nékolik kroku, které zahrnuji tvorbu
nizkomolekularnich oligomerd, obecné se nazyvaji jako piedfibrilni oligomery (PFOs).
Nasleduje tvorba prstencovych nebo linedrnich protofilament a spojenim Ctyt az Sesti
protofilament se nakonec vytvofi nerozpustna zrala fibrila (Obr. 1) (Diociaiuti et al.,
2014).

rozpustny amyloidni rozpustné piedfibrilni
prekurzor oligomery (PFOs)

amyloidni fibrila

Obr. 1: Proces tvorby amyloidnich fibril (pfevzato a upraveno dle Lavatelli et al., 2016).
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In vitro studie navic ukazaly, ze tvorba amyloidnich fibril probiha prostfednictvim
“jaderné¢ho rustu", ktery pripomind mechanismus krystalizace. Pocatecni fazi je
rozpusténi monomernich proteinii (oligomera) a jedna se o tzv. lag fazi. Po vytvofeni
kritického jadra zacind tvorba fibril, kterd pokracuje velmi rychlou kinetikou: kazdy
amyloidni prekurzor se ve své konformaci, ktera je nachylna k agregaci, ihned zapoji do
rostouci fibrily (Diociaiuti et al., 2014).

2.1.7.2 Amyloidni depozitum

Prevdzna cast amyloidniho depozita je tvofena z amyloidnich fibril, slozenych
ze specifického prekurzorového proteinu asociovaného s klinickym typem amyloidézy.
V amyloidnim depozitu se nalézaji 1 dal$i slozky, ptedev§im proteoglykany,
glykosaminoglykany a sérovy amyloidovy P protein (Merlini et Bellotti, 2003).

Proteoglykany a glykosaminoglykany (napt. heparansulfat) pfispivaji k tvorbé
a stabilizaci amyloidnich fibril a to prostfednictvim interakce se slozkami extracelularni
matrix jako jsou laminin, entaktin a kolagen 1V (Merlini et Bellotti, 2003).

Dalsi sloZzkou vSech depozit je sérovy amyloidovy P protein (SAP), coz je
glykoprotein patiici do rodiny pentraxinii. SAP se s velkou afinitou reverzibilné vaze
na vsechny typy amyloidii a zvySuje odolnost amyloidnich fibril proti degradaci, jelikoz
je vysoce chranén proti proteolyze (Tennent et al., 1995; Merlini et Bellotti, 2003;
Hazenberg, 2013). V klinické praxi se vyuziva radioaktivné znaceného SAP
pro scintigrafické zobrazovani depozit (Hazenberg et al., 2006).

Néktera depozita navic obsahuji napt. apolipoprotein E, rizné inhibitory proteaz
a slozky komplementu (Pepys, 2001;). Soucasti depozita bez ohledu na typ amyloidu
mohou byt také dalsi proteiny jako klusterin, apolipoprotein A-IV a vitronektin.
U systémové amyloidozy jsou tyto proteiny piitomny jak v tkani, tak i v podkoznim tuku.
V tomto sméru se mluvi o tzv. ,,amyloid proteome signature* a zkouma se mozné vyuziti

v diagnostice (Brambilla et al., 2012; Vrana et al., 2014; Lavatelli et al., 2016).
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2.1.8 Symptomy

Amyloidéza se mize projevit celou fadou symptomu, predevSim v zévislosti
na lokalizaci a velikosti amyloidnich depozit. Pocatecni ptiznaky byvaji casto
nespecifické, jako napiiklad unava ¢i ubytek na vaze. Déle se objevuji ptfiznaky jako
zavrat¢, otékani kotnikt,, modfiny, prijem, necitlivost, dusnost ¢i zavraté (Dubrey et al.,
2011). S vyvojem nemoci dochdzi k poskozeni funkce a postupnému selhavani
zasazenych organt (Mollee et al., 2014). Amyloiddzy jsou vzacné u mladych lidi, ale po
dosazeni véku 40-50 let se rapidné zvysuje jejich prevalence (Westermark et al., 2015).

V ptipadé¢ lokalizované amyloidozy se amyloid ukladd ptredev§im v kizi,
dychacich, mocovych a pohlavnich cestach nebo v o¢ich. Obecné¢ se nejednd o letalni
stav. Konkrétn€ na kizi se to projevuje tvorbou amyloidnich uzliki (Leung et al., 2012).
Ukladani amyloidi miZze byt také zaznamenano kolem vpichu inzulinu u diabetik,
Vv oblastech poskozeni kiize ¢i po trazu (Mollee et al., 2014).

Dal$im symptomem mohou byt tzv. "myvali o¢i" (Obr. 2) v dasledku ukladéani
amyloidii ve sténach kapilar, coz vede k jejich kiehkosti a zvysené krvacivosti pfi mensim

urazu jako je kychani, kaSel ¢i tieni o¢i. U ptiblizné 10 % pfipadd se objevuje makroglosie

neboli chorobné zvétseny jazyk (Obr. 3) (Pinney et Hawkins, 2012).

i P = “":“‘m;-" <M ¥ ANELTS
Obr. 3: Symptom makroglosie u pacienta s diagnostikovanou AL amyloid6zou
(ptevzato z Pinney et Hawkins, 2012).
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Systémova amyloiddza se projevuje selhavanim vice organti. Pfi postizeni ledvin
dochdzi k proteinurii, nefrotickému syndromu a v konecné fazi az selhani funkce ledvin
(Leung et al., 2012). Postizeni srdce se projevuje arytmii, hypotenzi, nizkym tlakem,

perifernimi edémy nebo srde¢nim selhanim (Dubrey et al., 2011).
2.1.9 Lécba

V soucasné dob¢ je dostupnd 1écba pro vétSinu amyloidoz, je vSak typové
specificka. Obvykle je 1é¢ba zaloZena na zachovani funk¢nosti poskozenych organt, dale
v ptipad¢ selhani organu na transplantaci a v neposledni fad¢ na snizeni produkce
prekurzorového proteinu, ktery je odpoveédny za vznik onemocnéni (Pepys, 2001).

Pii AL amyloiddze, kterd je témér vétSinou disledkem plazmocelularni dyskrazie,
se ukdzala jako efektivni antimyelomova terapie. Lécba je tedy zaloZena na podédvani
cytostatik nebo transplantaci kostni diené¢ (Lachmann et al.,2003; Palladini et al., 2007).

U AA amyloidozy je lécba zaméiena na potlaceni probihajici infekce nebo
zanétlivého stavu (Lachmann et al., 2007). Zakladem této 1é¢by je sniZeni produkce
sérového amyloidu A (SAA) pomoci kortikosteroidi nebo cytostatik. Dale 1écba
monoklonalnimi protilatkami proti cytokiniim, zejména TNF a IL-6 (Okuda et al., 2014).

Zakladem lécby amyloidozy u dédi¢nych typil je transplantace orgdnd za ucelem
odstranéni mista zdroje mutovaného proteinu a nahrazeni naruSenych organt.
Nejbeéznéjsim ptikladem je transplantace jater u pacientd s ATTR amyloidézou, kde je
onemocnéni zpusobeno mutaci transthyretinu syntetizovaného v jatrech (Leung et al.,
2012; Yamashita et al., 2012).

VEtsi znalosti o vzniku a struktufe amyloidnich fibril vyrazné rozsitily moZznosti
potencionalni 1écby, které jsou ve vyvoji nebo dokonce v klinickych studiich. Jsou
zamé&feny pfedevS§im na samotné fibrily, jejich stav pred agregaci a s nimi souvisejici
molekuly jako napiiklad sérovy amyloidovy P protein (SAP) a heparan sulfat (HS)
(Westermark et al., 2015).

SAP se s velkou afinitou reverzibilné vaze na vSechny typy amyloidnich fibril a je
tedy vzdy soucasti amyloidniho depozita (Merlini et Bellotti, 2003). Z tohoto dtivodu se
SAP stal terapeutickym cilem pro 1é¢ebnou strategii. V klinickych testech podané 1é¢ivo
CPHPC u¢inng eliminovalo cirkulujici SAP z plasmy, ale zaroven ponechalo uréitou ¢ast
SAP v amyloidovych depozit jako cil pro protilatku proti SAP (Richards et al., 2015).
Po opakovaném podavani CPHPC s odpovidajicimi davkami anti-SAP protilatek bylo

prokdzano postupné odstranéni amyloidnich depozit z jater a dalSich orgénd.
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Studie ukazaly, ze tento systém muze byt pravdépodobné aplikovan pro vsechny typy
systémovych amyloidéoz. CPHPC spolu s anti-SAP protilatkou je nyni ve ll. fazi
klinického testovani (Pepys et al., 2015).

Glykosaminglykany jako heparan sulfat (HS) a proteoglykany jsou ¢astou slozkou
amyloidniho depozita. Dle hypotézy se podili na patogenezi AA amyloidozy
a Alzheimerovy choroby (Westermark et al, 2015). Konkrétné¢ heparan
sulfat-proteoglykany (HSPG) podporuji produkci beta amyloidu (Van Horssen et al.,
2003). Nejnovéjsi studie zkouma moznost potlaceni tvorby beta amyloidu pomoci
nadmérné exprese heparandzy. To je endoglykosidaza, kterd specificky degraduje
nevétvené glykosaminoglykanové postranni fetézce HSPGs. Bylo prokazéano, ze zvysena
exprese heparandzy vede ke snizeni amyloidni zatéZe u transgennich mysi. Mohlo by se

tedy jednat o novou potencialni strategii 1écby (Jendresen et al., 2015).

2.2 Diagnostika amyloidoz

V soucasné dobé je diagnostika amyloiddz zalozena na histologické vizualizaci
amyloidovych depozit a stanoveni konkrétniho typu amyloidu, tzv. ,,typizaci amyloidu®.
Spravna typizace amyloidu je naprosto zasadni pro zvoleni ndsledné 1éby pacienta,
protoze je typoveé specificka (Mollee et al., 2014)

Pti diagnostice amyloidoz se vyuzivaji také riizné doplitkové metody jako naptiklad
stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézci imunoglobulinu nebo sérového
amyloidu A (SAA), coz je uzitetné pro diagnostiku i pro monitorovani pribéhu
vybranych amyloid6z. Dals$i moZnosti jsou zobrazovaci techniky jako naptiklad srde¢ni
ultrazvuk, magnetickd rezonance, kostni scintigrafie a scintigrafie sérového
amyloidového P proteinu (SAP). Tyto techniky jsou uzite¢né, jak pro diagnostiku

amyloidoz, tak pro zhodnoceni zavaznosti onemocnéni. (Nienhuis et al., 2016).
2.2.1 Histologicky priikkaz amyloidnich depozit

Diagnéza amyloidoz vyzaduje histologické vySetieni, coz zahrnuje biopsii tkané.
Nejvyssi citlivosti v diagnéze je obecné dosazeno odebranim vzorku tkané piimo
Z postizen¢ho organu, zejména z ledviny nebo srdce. Jedna se vSak o velice invazivni
zékrok. V situacich, kdy biopsie organu neni bezpecnd ¢i mozna, se provadi biopsie
jiného mista. Uspé&$né se po desetileti provadéla rektalni biopsie (Gafni et Sohar, 1960),
dale biopsie zaludku nebo kize (Leung et al., 2012).
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V poslednich letech se v diagnostice amyloiddz vyuziva aspirat biisni tukové tkané
odebrany pomoci jehly. Tato metoda je méné invazivni, bezpecna, levnd a rychla,
nicmén¢ v bézné praxi muze byt kvalita odebrané tkané pro vySetfeni nedostatecna
(Picken, 2013). Dalsi alternativou je chirurgicka biopsie tukové tkan¢ (Westermark,
2012b). I kdyz oba odbéry mohou byt provedeny ambulantné, chirurgicka biopsie
poskytuje lepsi vytézek materidlu pro stanoveni diagnézy. Detekce amyloidu z bfisniho
tuku by méla byt provadéna opakovang, jelikoz amyloidni depozita mohou byt zpocatku
Spatné detekovatelna (Picken, 2013).

Odebrana tkan je pted histologickym vysetienim bud’ zamraZena nebo fixovana
formalinem a nasledn¢ zalita do parafinu. Pro optimalni barveni amyloidovych depozit
by mély mit tkanové fezy tloustku 6-10 um (Steensma, 2001; Leung et al., 2012).
Zakladem histologického prikazu amyloidu je pozitivni barveni amyloidnich depozit
kongo Cerveni (viz podkapitola 2.2.1.1) (Mollee et al., 2014).

Byly vyvinuty i nové metody barveni amyloidu, napfiklad pomoci luminiscen¢nich
konjugovanych oligothiofeni (LCOSS). Dle prvnich vysledku se tyto molekuly vazou
k amyloidu s vyssi citlivosti a selektivitou nez kongo ¢erven. Tato nova metoda by mohla
vést k citlivéjsi detekci amyloidu v porovnani s barvenim pomoci kongo cCervené

(Nilsson et al., 2010; Hazenberg, 2013).

2.2.1.1 Barveni kongo ¢erveni

Pivod kongo cervené saha do druhé poloviny 19. stoleti, kdy bylo piedstaveno
v Némecku jako ekonomicky lukrativni textilni barvivo. V roce 1922 byla poprvé
prokdzana jeho schopnost vazby na amyloidni proteiny (Griesbach, 1886; Bennhold,
1922; Steensma, 2001).

Barveni kongo cerveni (CR) je ,,zlatym standardem* v histologickém potvrzeni
pfitomnosti amyloidniho depozita, pfedev§im ve spojeni s mikroskopii v polarizovaném
svétle. Kongo Cerven zpusobuje svétle rizové az Cervené zbarveni amyloidnich depozit
avydava typicky zeleny dvojlom pfi pozorovani pod mikroskopem v polarizovaném
svétle (Obr. 4). Jedna se o jednu z vlastnosti, kterou lze odlisit amyloidni fibrily

od ostatnich nepatogennich fibril (Divry et Florkin, 1927; Leung et al., 2012).
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Dnes pouzivané barveni pomoci kongo cervené vychazi ze zkracené ptivodni verze
barveni (Puchtler et al., 1962) a nasledném mikroskopickém vyhodnoceni obarvenych
usekii v jasném a polarizovaném svétle (Puchtler et al., 1962; Linke, 2012).
Pti negativnim vysledku Ize vyuzit fluorescen¢ni mikroskopii. Tato metoda je citlivejsi
a amyloid je snadno identifikovatelny podle jasné oranzovo-¢erveného zabarveni (Linke,
2000; Linke, 2012). Pti vyhodnoceni by se méla vénovat pozornost predevsim moznosti
zamény typického zeleného dvojlomu za Zluto-zeleny dvojlom, ktery vykazuje kolagen
(Steensma, 2001; Leung et al., 2012).

Obr. 4: Prukaz amyloidu ve tkani: (A) nabarvena tkan kongo ¢erveni (B) nabarvena

tkan kongo Cerveni v polarizacnim svétle.

2.2.2 Typizace amyloidu

Po prokézani ptitomnosti amyloidniho depozita je nutné identifikovat chemickou
podstatu amyloidniho proteinu, provézt tzv. typizaci amyloidu. Ve vétsiné ptipadi lze
oc¢ekavat typ amyloidniho proteinu na zékladé¢ anamnézy a klinického obrazu, nicméné
i tak je nutné piimé potvrzeni amyloidniho proteinu z amyloidniho depozita. Chybné
typizovand amyloidoza mize mit zdvazné klinické nasledky, jelikoz 1écba se vyrazné lisi
mezi jednotlivymi typy amyloidozy (Mollee et al., 2014).

V klinické praxi je stale preferovana typizace amyloidu pomoci imunohistochemie.
Jedna se o rychlou metodu, avSak jeji nevyhodou je promeénliva citlivost a specifita
(Gilbertson et al., 2015). Béhem poslednich let se pro typizaci amyloidu zac¢ala pouzivat
proteomicka analyza zaloZena na hmotnostni spektrometrii (MS). Ve Spojenych statech
americkych dostala typizace amyloidu pomoci MS povoleni na vyuziti v klinické

diagnostice amyloidoz (Lavatelli et al., 2016).
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V pripad¢ dédi¢né amyloidézy je jako doplikova metoda k typizaci amyloidu
provadéna genetickd analyza. Pfredevsim u ATTR amyloiddzy se klade zvlastni diraz
na genetické vySetfeni, jelikoz existuje senilni nemutovana ATTR forma onemocnéni
(Dungu et al., 2012). Genetické vySetfeni je komeréné dostupné, je vSak dulezité si
uvédomit jistd omezeni. VétSina komercnich laboratofi pouziva polymorfismus délky
restrikénich fragmentt, které mohou detekovat pouze zndmé mutace. Pro detekci novych

mutaci je nezbytné provést sekvenovani DNA (Leung et al., 2012).

2.2.2.1 Imunohistochemie

Standardni metodou typizace amyloidu je imunohistochemie, ktera vyuziva znaceni
amyloidu pomoci specifickych protilatek (Gilbertson et al., 2015). Princip identifikace
amyloidniho proteinu pomoci IHC je zalozen na vyhodnoceni navazani specifickych
protilatek na FFPE fezech pomoci mikroskopie (Linke, 2012). Bézné vyuzivana sada
obsahuje 4 protilatky proti ALk, ALA, AA a ATTR amyloidnim proteintim. Rozsifena
sada 10 protilatek (“amY-kit”) je schopna identifikovat az osm riiznych amyloidnich
proteinii: AA, AL A, AL x, AH, ATTR, AB2M, AFib a AApoAl (Linke, 2012).

Jde o finan¢n¢ a Casové nendrocnou metodu, kterd ve vétSin€ pripadt Gspésné
identifikuje prekurzorovy protein. Béhem let se navic zvysila specifita a citlivost
komeréné dostupnych protilatek. Dnes je tato metoda k dispozici ve vét$ing laboratofi, je
dobte reprodukovatelna a nevyzaduje specialné vyskoleny personal. Je vSak dileZita
odborna interpretace vysledki (Gilbertson et al., 2015).

I ptes velky vyznam v typizaci amyloidoz ma IHC nékolik omezeni, jako naptiklad
dostupnost protilatek pro méné bézné typy amyloidoz. Citlivost a specificita protilatek je
dalsi problém, vzhledem k tomu, Ze amyloidni prekurzor mize byt mutovany. PouZivané
protilatky jsou cilené proti nemutované form¢ amyloidniho proteinu, z toho divodu
mohou u mutované formy amyloidniho proteinu vykazovat nizsi afinitu. Toto pfedstavuje
komplikaci predev§im v typizaci AL amyloidozy, jelikoz se prekurzorovy protein
vyznacuje nejveétsi variabilitou (Poshusta et al., 2009; Leung et al., 2012). Problém
mohou predstavovat také zmény konformace, nebo modifikace amyloidnich proteind,
které mohou vést k neschopnosti protilatek rozpoznat odpovidajici epitopy. Dalsi
problém muze predstavovat kontaminace proteiny z krve, kterd mulze vést

k nespecifickému barveni u IHC (Lavatelli et Vrana, 2011).
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Dalsi metoda typizace je zaloZena na zlatem znacenych protilatkach a elektronové
mikroskopii, vyuziva se vSak prozatim jen ve vyzkumu. Vyhoda této metody je predevsim
v presné¢ lokalizaci amyloidniho proteinu ve tkani. Tato metoda také zajistuje, ze

protilatky reaguji s amyloidnim proteinem a nikoli s proteiny v okoli (Leung et al., 2012).

2.2.2.2 Proteomicka analyza

Proteomickéd analyza je vhodnou volbou pro studium a spolehlivou typizaci
amyloidu, jelikoZz umoznuje pifimo identifikovat amyloidni prekurzorovy protein.
Proteomické analyza navic piekonava nedostatky imunohistochemické analyzy zminéné
v piedchozi kapitole (Brambilla et al., 2013). Béhem poslednich deseti let bylo vyvinuto
nekolik pfistupii typizace amyloidu z riznych biologickych vzorki, vétSina kombinuje
kapalinovou chromatografii (LC) standemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS)
(Theis et al., 2013). V soucasné dob¢ je nejpokrocilejsim pristupem typizace amyloidu
Z parafinované tkané¢ pomoci laserové mikrodisekce ve spojeni s kapalinovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii (LMD-LC-MS/MS) (Vrana et al., 2009).
Typizace amyloidu z tukové tkané¢ vyzaduje pouze kapalinovou chromatografii
a hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS) (Vrana et al., 2014).

Typizace amyloidu ze vzorku parafinované tkan¢ zahrnuje laserovou mikrodisekci
(LMD). Laserova mikrodisekce je technika, ktera umoznuje izolovat vybrané ¢asti tkané
pro jejich naslednou analyzu. Specidlné upraveny mikroskop umoZiluje vybér
mikroskopické oblasti zajmu (napf. kongo Cerveni vizualizovana amyloidni depozita),
nasledné umoziluje vyfezani této oblasti pomoci laseru a prevedeni mikrodisekované
tkan¢ do zkumavky. LMD umoziuje zpracovat zamraZené nebo parafinované tkané.
Velkou vyhodou LMD metody je moZnost analyzovat pouze amyloidni depozita, tedy
vzorky obohacené o amyloidni proteiny (Dogan, 2012). Typizace amyloidu ze vzorku
tukové tkané vyzaduje promyvaci kroky a ndslednou homogenizaci tukové tkané
(Vrana et al., 2014).

Z mikrodisekované nebo tukové tkané jsou proteiny extrahovdny a nasledné
Stépeny trypsinem na peptidy. Smés peptidii je separovana pomoci kapalinové
chromatografie a poté analyzovana pomoci hmotnostni spektrometrie. Ziskana data jsou
bioinformaticky vyhodnocena. Identifikace proteini je dosaZzeno porovnanim
naméfenych a teoretickych hmotnostnich spekter peptidt. Typizace amyloidu je zaloZena

na stanoveni nejvice abundantniho amyloidniho proteinu (Obr. 5) (Theis et al., 2013).
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Obr. 5: Prub¢h typizace amyloidu z parafinovaného vzorku tkané nebo tukové tkané

pomoci proteomické analyzy (pievzato a upraveno dle Theis et al., 2013).

Vyhodou proteomické analyzy je moznost piimo identifikovat amyloidni
prekurzorovy protein. Pomoci stavajicich softwarti a databazi je castecné mozné
identifikovat genetické mutace amyloidnich proteini (Leung et al., 2012). Ziskavame
také prehled o proteinech, které jsou soucéasti amyloidniho depozita. Dalsi vyhodou je
moznost zkoumat metabolické zmény v amyloidnich depozitech, které vedou k bunécné
toxicité anaslednému poskozeni orgénu. V neposledni fad€ lze identifikovat nové
amyloidni prekurzorové proteiny zodpovédné za vznik onemocnéni nebo objevit
potencionalni biomarkery pro diagnostiku, hodnoceni zavaznosti onemocnéni i
odpovédi na 1écbu (Brambilla et al., 2013). Nevyhody této metody jsou ve vysokych
potizovacich a provoznich nakladech piistroju, stejné jako v nutnosti specializovaného

personalu pro analyzu a interpretaci dat (Gilbertson et al., 2014).
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3 CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo vypracovani reSerSe obsahujici zakladni informace
o amyloidozach, jejich klasifikaci a soucasné diagnostické piistupy pro typizaci
amyloidoz.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo zavést proteomické metody typizace
systémové amyloidézy z parafinované tkané pomoci laserového mikrodisektoru
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LMD-LC-MS/MS) a z tukové tkané pomoci
hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS).
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4 MATERIAL

4.1 Biologicky material

Byly zpracovany dva rGzné typy vzorki: parafinované vzorky tkdné¢ (FFPE)
a vzorky tukové tkané.

Celkem 102 parafinovanych vzorkt tkani bylo ziskano z archivu z let 2007 az 2014
z Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Vzorky byly vybrany na zékladé
pozitivniho barveni konzskou ¢erveni, které specificky barvi amyloidni depozita. Vzorky
byly ziskény celkové od 40 piipadi. Jeden nebo vice riiznych druhti tkéni bylo k dispozici
u kazdého ptipadu (Graf 1). U vybranych 12 ptipadd (Tab. 2) byly zpracovany dva
odli$né organy/tkané pro ovéfeni, ze typizovany amyloidni protein bude u obou tkani
totozny. U zbyvajicich 28 ptipadl (Tab. 3) byl zpracovan pouze jeden druh organu/tkané
(Graf 2). Dale byly zpracovany kontrolni parafinované vzorky tkani (jatra, jazyk, ledvina
a srdce), které vykazovaly negativni barveni konzskou dcerveni na pritomnost

amyloidniho depozita. Ve vSech ptipadech byly zpracovany 1-3 biologickeé replikaty.
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Tab. 2: Zakladni informace u vybranych 12 ptipadu, kde byly zpracovany parafinované

vzorky ze dvou odlisnych tkani.

Ptipad Pohlavi Vék Typ tkéné Klinické diagnoéza
1 muz 69 S.r,dce Monoklonalni gamapatie
jJatra
9 Sena 67 s.r’dce Monoklondlni gamapaue nejasné¢ho
jatra vyznamu
3 s 85 srdt?e Monoklonalni gamapatle nejasného
ledvina vyznamu
4 muz 70 S.r,dce Mnohocetny myelom
jatra
5 muz 77 Srd(.:e -
ledvina
6 muz 50 srdce .
Jatra
7 muz 49 srdce .
jatra
8 Sena 63 §r,dce Monoklonalni gamapatle nejasné¢ho
jatra vyznamu
9 zena 75 §r,dce -
jatra
10 muz 59 ?rdce Mnohocetny myelom
jazyk
11 Jena 92 srdce -
plice
y srdce
12 iz 79 srdce paraaortalné ]

Tab. 3: Zékladni informace u 28 ptipadi, kde byl zpracovan pouze jeden parafinovany

vzorek tkané.

Pripad Pohlavi Vek Tkan Ptipad Pohlavi Vek Tkan
13 muz 94 srdce 27 zena 92 srdce
14 zena 79 srdce 28 muz 85 srdce
15 zena 84 srdce 29 zena 84 srdce
16 muz 93 srdce 30 muz 91 srdce
17 muz 58 jatra 31 muz 77 srdce
18 muz 84 srdce 32 muz 83 srdce
19 zena 85 srdce 33 muz 93 srdce
20 zena 88 srdce 34 zena 86 srdce
21 zena 85 srdce 35 muz 84 srdce
22 zena 92 srdce 36 muz 82 srdce
23 muz 84 srdce 37 zena 82 srdce
24 muz 86 srdce 38 - - srdce
25 muz 80 srdce 39 Zena 62 jazyk
26 zena 69 srdce 40 muz 40 orbita
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Graf 1: Celkové zastoupeni organti ve 102 vzorcich z archivu.
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Graf 2: Celkové zastoupeni organti ze zpracovanych parafinovanych vzorku z archivu.

Vzorky tukové tkané byly zpracovany od 5 piipadt s diagnostikovanou systémovou

amyloid6zou (Tab. 4) a od 5 kontrolnich (zdravych) subjektt. VSechny vzorky tukové

tkané byly zpracovany s informovanym souhlasem a po schvaleni etickou komisi.

Tab. 4: Zakladni informace u pacientl s AL amyloid6zou, u kterych byla odebrana

tukova tkan.

Ptipad Pohlavi Vek Klinické diagnoza
1 zena 67 AL,
2 muz 56 AL,
3 zena 67 AL,
4 zena 72 AL,
5 muz 43 AL
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4.2 Chemikalie

= Acetonitril (ACN, Sigma-Aldrich, Némecko)

= Trifluoroethanol (TFE, Sigma-Aldrich, Némecko)

» Kyselina trifluoroctova (TFA, Sigma-Aldrich, Némecko)

» Kyselina octova pro LC-MS (AA, Sigma-Aldrich, Némecko)

» Kyselina mravenci pro LC-MS (FA, Sigma-Aldrich, Némecko)
= Hexafluoropropanol (HFP, Sigma-Aldrich, Némecko)

= Zwittergent 3-16 (Sigma-Aldrich, Némecko)

= EL pufr (Sigma-Aldrich, Némecko)

= RPMI1640 roztok (Sigma-Aldrich, Némecko)

= Dithiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, Némecko)

= Milli-Q voda (Merck, Némecko)

= Metanol pro LC-MS (MeOH, Merck, Némecko)

= Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, SERVA, Némecko)

» Kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA, SERVA, Némecko)
=  Trypsin (Promega, USA)

4.3 Roztoky

Roztoky pro chromatografii:

* Mobilni faze A (2 % ACN s 0,1 % FA)

* Mobilni faze B (80 % ACN, 10 % TFE s 0,8 % FA)

» Roztok pro nanaseni vzorku (0,1 % TFA)

Roztoky pro extrakci proteinti z parfinovanych vzorki tkani:
= Roztok 10 mmol/l Tris (pH 8)

= Zasobni roztok 2% Zwittergentu 3-16 v 10 mmol/l Tris

» TEZ pufr (10 mmol/l Tris,1 mmol/l EDTA a 0,002 % Zwittergent 3-16)
Roztoky pro extrakci proteinti u vzorki tukové tkané:

= Zasobni roztok 2% Zwittergentu 3-16 v HFP

» Pracovni roztok HFP s 0,002 % Zwittergent 3-16
Roztoky pro purifikaci:

= Roztok 0,1% AA

» Roztok 80% ACN s 0,1% AA



Dalsi roztoky:

= Roztok 5% ACN s 0,1% FA

* Roztok 0.5% AA

* Roztok 0,1 mol/I DTT

= Roztok 100 mmol/l Tris (pH 8)

4.4 Ptistrojové vybaveni

» Laserovy mikrodisektor: MMI Cell Cut (Molecular Machines & Industries,
Némecko)

» Kapalinovy chromatograf: UltiMate 3000 RSLCnano System (Thermo Scientific,
USA)

» Separa¢ni kolona: EASY-Spray colum, PepMap C18, 3 um, 100 A, 75 pm x 15 cm)
(Thermo Scientific, USA)

= Ptedkolona: Acclaim PepMap C18, 5 pum, 100 A, 100 um X 2 cm, NanoViper
(Thermo Scientific, USA)

» Hmotnostni spektrometr: Orbitrap Elite™ Hybrid Ion Trap-Orbitrap Mass
Spectrometer (Thermo Scientific, USA)

* Homogenizator: FastPrep-24 (MP Biomedicals, USA)

»  Vyrobnik vody: Direct-Q 3 UV Water Purification System (Merck, Némecko)

= Ttepacka Vortex (Eppendorf, Némecko)

*  MiniSpin (Eppendorf, Némecko)

» Inkubator: MS Incubator Biotech (MS Major Science, USA)

= Ultrazvukova lazeii: Bandelin SONOREX (Maneko, Ceska republika)

= Centrifuga: Centrifuge 5810 R (Eppendorf, Némecko)

» Termostat blokovy: Bio TDB-100 (Biosan, Litva)

= Analytické vahy: Scaltec SBC 21 (Scaltec, Némecko)

=  pH/mV Metr: UltraBASIC p-LAB,UB-10 (Denver Instrument, USA)

= Koncentrator 5301 (Eppendorf, Némecko)

4.5 Software

= Thermo Xcaliber Qual Browser 2.2 SP1.48 (Thermo Fisher Scientific, USA)
=  MaxQuant 1.5.2.8 (Computational Systems Biochemistry, Némecko)

= Perseus 1.5.1.6 (Computational Systems Biochemistry, Némecko)
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5> METODIKA

5.1 Pfiprava roztoki

Pro kapalinovou chromatografii byly pfipraveny dvé mobilni faze: Mobilni faze A
byla slozena z 2 % ACN a 0,1 % FA a mobilni faze B byla slozena z 80 % ACN, 10 %
TFE a 0,8 % FA. Pro nanéSeni vzorku na pfedkolonu byl pfipraven roztok o slozeni 0,1 %
TFA v H20.

Pro extrakci proteinu byl ptipraven TEZ pufr (10 mmol/l Tris,1 mmol/l EDTA
a 0,002 % Zwittergent 3-16) rozpusténim 1,9 mg 1 mmol/l EDTA v 4980 ul 10 mmol/l
Tris a pridanim 5 pl 2% roztoku Zwittergent 3-16. Roztok 10 mmol/l Tris byl pfipraven
rozpustenim 36 mg Tris ve 30 ml H20. Nasledné bylo pH upraveno na hodnotu 8 pomoci
1 mol/l HCL. Zasobni roztok 2% Zwittergentu 3-16 v 10 mmol/l Tris byl pfipraven
rozpu$ténim 10 mg Zwittergent 3-16 v 500 ul 10 mmol/l Tris.

Pro natedéni vzorku byl ptipraven roztok 0,5% AA smichanim 11 940 ul a 60
ul AA. Pro purifikaci peptidi pomoci StageTip byl pfipraven roztok 0.1% AA smichdnim
11 988 ml H20 s 12 ul AA a roztok 80% ACN s 0.1% AA smichanim 9,6 ml ACN, 12 pl
AA 52388 ul H20. Po odpateni vzorka po purifikaci, byly vzorky rozpustény v roztoku
5% ACN s 0,1% FA smichanim 11 400 ul H20, 600 ul ACN a 12 ul FA.

Roztok 0,1 mol/l DTT byl pfipraven rozpusténim15,4 mg DTT v 1 ml H20. Roztok
100 mmol/lol/I Tris byl ptipraven rozpustenim 484 mg Tris ve 40 ml H20. Nasledné bylo
pH upraveno pomoci 1 mol/l HCI na hodnotu 8.

Roztok HFP s 0,002 % Zwittergent 3-16 pro extrakci proteint z tukové tkané byl
pfipraven smichanim 1998 ul HFP a 2 pl zsobniho roztoku 2% Zwittergentu. Zasobni
roztok 2% Zwittergentu v HFP byl pfipraven rozpusténim 10 mg Zwittergent 3-16 v 500
ul HEP.
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5.2 Zpracovani vzorku parafinované tkané

5.2.1 Laserova mikrodisekce

Vzorky parafinované tkan¢ (FFPE) nabarvené kongo Cerveni byly zpracovany
metodou laserové mikrodisekce pomoci piistroje MMI Cell Cut (Obr. 6). Po zapnuti
pfistroje byla otestovana fokusace laseru a ptipadné provedena jeho kalibrace. Nasledné
byly nastaveny parametry laseru jako rychlost, ostieni a sila s ohledem na typ tkang.

Po zadkladnim prozkoumani obarvené tkané byly oznaleny cervené nabarvena
amyloidni depozita o celkové plose pfiblizné 300 000 um? a poté vyfezana pomoci laseru.
Mikrodisekovana tkan byla zachycena na specialné upravené vicko mikrozkumavky
pro dalsi zpracovani (Obr. 7). U kontrolniho vzorku byla oznacena a vyiezana tkan

neobsahujici amyloidni depozita o stejné celkové plose (Obr. 8).

Obr. 6: Ilustra¢ni obrazek laserového mikrodisektoru MMI Cell Cut
(ptevzato ze URL: www.aomf.ca/index.html [2016-3-23]).
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Obr. 7: Laserova mikrodisekce vzorku: (A) amyloidni depozitum obarvené kongo
cerveni (B) amyloidni depozitum po vyfezani laserem (C) zbyla tkain po odebrani

amyloidniho. ZvétSeni objektivu: 10x.

Obr. 8: Laserova mikrodisekce kontrolniho vzorku: (A) tkan srdce (B) tkan po vyfezani

laserem (C) zbyla tkéan po odebrani. Zvétseni objektivu: 10x.

5.2.2 Postup zpracovani mikrodisekované tkané

Do kazdé mikrozkumavky obsahujici na vicku mikrodisekovanou tkan bylo
ptidano 35 pl TEZ pufru (10 mmol/l Tris, pH 8/1 mmol/l EDTA/0,002 % Zwittergent
3-16). Nasledn¢ byla provedena extrakce proteinti z mikrodisekované tkan¢ po dobu 90
minut v termobloku pii 98 °C. Extrahované proteiny byly poté denaturovany sonikaci
na vodni lazni ptiblizné 30 minut.

Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 pl trypsinu o koncentraci 0,5 pg/ul a 39 pl
0,1 mol/l Tris o pH 8. Proteiny byly $tépeny na peptidy ptes noc pii 37 °C. Druhy den
byla provedena redukce disulfidickych mustkt na peptidech pomoci 3 ul 0,1 mol/l DTT
po dobu 5 minut v termobloku pii 95 °C. Nasledné byla provedena purifikace peptida
pomoci StageTip (viz podkapitola 5.5).
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5.3 Zpracovani vzorku tukove tkané

5.3.1 Odbér vzorku

Vzorek tukové tkané byl odebran ve Fakultni nemocnici Olomouc z pfedni stény
btisni pomoci vétsi jehly. Vzorek byl prenesen do zkumavky obsahujici specialni médium
(RPMI 1640 PR s 10 U/ml heparinu a 0,03% azidu sodného) a béhem 1 hodiny byl poslan
do proteomické laboratote.

Vzorek suspenze tukové tkané byl zachycen na oznacené a médiem promyté
nylonové sitko (Netwell) a nasledné¢ promyt médiem a EL pufrem (Qiagen EL puft,
zpusobuje 1yzi erytrocyttl). Déale byl vzorek ptelit EL pufrem a ponechéna 15 minut
na ledu. V dalsim kroku byl vzorek promyt médiem RPMI 1640 a jednotlivé kousky
tukové tkan¢ byly pfeneseny z nylonového sitka do oznacené 1,5 ml zkumavky.
Po odstranéni piebytecné kapaliny byl vzorek tukové tkan¢ zvazen. Za timto krokem bylo

mozné tukovou tkan déle zpracovat nebo zamrazit na -80 °C.
5.3.2 Homogenizace a dalsi zpracovani tukové tkang

Vzorek tukové tkdné byl pfenesen do specidlni zkumavky obsahujici keramické
kulicky (Lysing Matrix D, MP Biomedicals). Pot¢ k nému bylo pfidano 300 pul HFP
polarniho rozpoustédla s 0,002 % Zwittergent 3-16. Homogenizace byla provedena
na ptistroji FastPrep-24 (3x 40 s, rychlost 6) (Obr. 9). Homogenat tukové tkané byl
pfeveden do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugovan pii 12 000 rpm a 21°C po dobu 10
minut. Homogenat byl rozdélen na dvé faze, kdy vrchni vrstva byla tvofena tukovou
vrstvou aspodni proteinovou vrstvou a bunénym sedimentem. Prostiedni vrstva
obsahujici extrahované proteiny byla odebrana do nové 1,5 ml mikrozkumavky a vzorek
byl odpaien ve vakuové odparce pii 30 °C (Obr. 10).

Po odpareni bylo ke vzorku pfidano 100 pl 0,1 mol/l Tris o pH 8. Po nasledném
promichani a sonikaci byl pfidan 1 ul trypsinu o koncentraci 0,5 pg/ul a 39 pl 0,1 mol/I
Tris o pH 8. Proteiny byly §tépeny na peptidy pies noc v inkubatoru pii 37 °C. Druhy den
byly ke vzorkim pfidany 3 pul 0,1 mol/l DTT po dobu 5 minut v termobloku pti 95 °C
za ucelem redukce disulfidickych vazeb. Nasledné byla provedena purifikace peptidt
pomoci StageTip (viz podkapitola 5.5).
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Obr. 9: Tlustracni obrazek homogenizatoru FastPrep-24.
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Obr. 10: Postup homogenizace vzorku tukové tkané.
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5.4 Purifikace peptidii pomoci StageTip

Manualné byly ptipraveny Spicky s reverzni fazi C18, tzv. StageTip. Pomoci jehly
byl vyrazen disk s C18 sorbentem a byl vlozen do 200 pl pipetovaci Spicky (Obr. 11).
Takto ptipravené StageTip byly vloZeny do piedpfipravené 2 ml zkumavky.

StageTip byl aktivovan nanesenim 100 pl 100% metanolu a byl centrifugovan
pii 3 500 rpm a 21°C po dobu 3-5 minut. Stejné centrifugacni podminky byly pouzity
I v dalsich krocich. Do StageTip bylo pfidano 100 ul 80 % ACN s0,1 % AA
a centrifugovano, dale 100 pul 0,1% AA a opét centrifugovano. Protekla kapalina byla
odstranéna do odpadu.

Do StageTip byl aplikovan vzorek (150 pl) a byl opét centrifugovan. StageTip byl
promyt pfidanim 100 pl 0,1% AA a byl centrifugovan pii 3 500 rpm a 21°C po dobu 3-5
minut.

StageTip byla umisténa do nové 1,5 ml mikrozkumavky. Pfidanim 100 pl 80%
ACN s 0,1 % AA do StageTip byla centrifugaci provedena eluce peptid. Eluat byl
odparen ve vakuové odparce pii 30 °C. Peptidova smés byla rozpusténa v 5% ACN

s 0,1 % FA a byla pfenesena do oznacen¢ vialky pro naslednou LC-MS analyzu.

. N\
Nastroj pro tvorbu otvori / C18 sorbent
ve viéku mikrozkumavkv Yy - \

Obr. 11: Tlustra¢ni obrazek manualni ptipravy $picky s reverzni fazi C18, tzv. StageTip.
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5.5 LC-MS analyza

Proteomickd analyza byla provedena na kapalinovém chromatografu Dionex
Ultimate 3000 Series ve spojeni s ioniza¢nim zdrojem EASY-Spray Source a Orbitrap
Elite™ hmotnostnim spektrometrem (Obr. 12).

Chromatograficka separace probéhla za pouziti piedkolony Acclaim PepMap C18
(5 pm, 100 A, 100 pm x 2 cm) a separaéni kolony EASY-Spray column PepMap C18
(3 um, 100 A, 75 um x 15 cm). Teplota kolon byla nastavena na 40 °C. Pro separaci byla
pouzita mobilni faze A o slozeni 2 % ACN s 0,1 % FA a mobilni faze B o slozeni 80 %
ACN, 10 % TFE s 0,8 % FA. Pro nastfik vzorku na kolonu byl pouzit roztok o slozeni
0,1 % TFA. Nastfikovy objem vzorku byl 10 pl. Peptidy byly nejdiive zachyceny na Trap
kolon¢ pti pritoku 5 pl/min mobilni faze A/0,1 % TFA po dobu 10 min, poté byly peptidy
separovany na separacni koloné. Byla provedena nelinearni gradientova separace
0 celkové dobé€ 105 minut. Na zacatku gradientu bylo pouzito 2 % B po dobu 10 minut,
poté bylo slozeni mobilni fdze postupné zvySovano az na 90 % B po dobu 60 minut.
Po dobu 5 minut bylo slozeni mobilni faze 90 % B, béhem 2 minut prudce kleslo na 2 %
B a bylo udrzovano dal$ich 28 minut az do konce analyzy (Graf 3). Pritok mobilni faze
byl 0,275 ul/min.

0\ -

= |

e

Obr. 12: Tlustra¢ni obrazek kapalinového chromatografu Dionex Ultimate 3000 Series
ve spojeni s ioniza¢nim zdrojem EASY-Spray a Orbitrap Elite™ hmotnostnim

spektrometrem.

39



GRADIENT

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Podil mobilni faze B [%]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
Cas [min]

Graf 3: Prubéh pouzivané gradientové eluce pro separaci peptidii na analytické kolong.

Analyza peptidu byla provedena na Orbitrap Elite™ hmotnostnim spektrometru.
Mgéfteni bylo provedeno v pozitivnim mdédu. MS data byla ziskdna v hmotnostnim rozsahu
od 300 do 1700 m/z a pfi rozliSeni 120 000. CID fragmentace prob¢hla v iontové pasti,
kdy byly pro fragmentaci vybirany 2+, 3+ a 4+ nabité prekurzorové ionty. Minimalni
pozadovana intenzita pro MS/MS analyzu byla nastavena na 1000. Hodnota kolizni
energie (CE) byla nastavena na 35 %. Hodnota aktivaéni energie (Q) byla nastavena
na 0,25 a aktivacni ¢as byl 10 ms. Dynamicka exkluze prekurzort byla dovolena po dobu

70s.

5.6 Zpracovani a vyhodnoceni LC-MS dat

Namétend MS data byla prohlizena v programu Thermo Xcaliber Qual Browser
(2.2 SP1.48) a poté byla nahrana do programu MaxQuant (1.5.2.8), kde byla provedena
identifikace proteind. Data byla prohleddna proti UniProt lidské databazi
(www.uniprot.org) za vyuziti prohleddvaciho algoritmu Andromeda. Pro vyhledavani
byly nastaveny variabilni modifikace: GIn->pyro-Glu, Acetyl (protein N-term) a oxidace
methioninu (M). Jako enzym byl nastaven trypsin s maximalnim poctem 2 povolenych
vynechanych §tépnych mist. Byla zvolena label-free kvantifikace (pocet MS/MS count).
Vysledky po vyhledani byly prohlizeny v programu Perseus (1.5.1.6) a nasledné
vyhodnoceny v programu Microsoft Excel.
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5.6.1 Interpretace vysledka

Po vyhledani byl ziskan seznam identifikovanych proteinti v kazdém vzorku a pocet
naméfenych MS/MS spekter (MS/MS count) pro dany protein. Pocet MS/MS count
predstavuje semikvantitativni informaci o proteinové abundanci.

Ze ziskaného seznamu identifikovanych proteini byly vybrany a oznaceny
amyloidni proteiny (viz podkapitola 2.1.3.1, Tab. 1). Nasledné byla ovéfena pritomnost
sérového amyloidniho P proteinu, apolipoproteinu E a apolipoproteinu A-1V v kazdém
vzorku. Tyto proteiny jsou vzdy souéasti amyloidniho depozita (Pepys, 2001; Merlini
et Bellotti, 2003). Byla stanovena podminka, Ze jejich abundance (MS/MS count) musi
byt minimaln¢ 2, aby se dal vzorek hodnotit. Déle byla ovéfena ptfitomnost S amyloidem
asociovanych proteind, jako jsou vitronectin a vimentin. U vzorka tukové tkané byla
ovéfena pritomnost sérového amyloidniho P proteinu, apolipoproteinu A-I
a apolipoproteinu E.

Typizace amyloidu byla zalozena na stanoveni nejvice abundantniho amyloidniho
proteinu. Byl vypocitin primér MS/MS count mezi biologickymi replikaty
u jednotlivych pfipadu (Obr. 13).

MS/MS count iz
Pfipad 01 Pfipad 02 B
=|8|& = £
S| B F5|=8]|F B | =
s|zs|s|E| = =
; S :; E :; E = Nazev proteinu
1511314 14| 8 4 |* |Transthyretin
24 28 [22|25] 38 20 [*** | Apolipoprotein A-IV nejvice
673517 11 [** |Serum amyloid P-component| 2bundantni
35|27 (383349 ** |Vitronectin a%?{é?;dm
19 (15117 |17] 20 11 |***| Apolipoprotein E P
al sl

Ig gamma-2 chain C region
Ig gamma-3 chain C region
Apolipoprotein A-I

Gelsolin

Vimentin

* |Ig gamma-4 chamn C region

olw|lo|~|o|o|Ml= | |w s || o |Vzorek 02
olo|lo|o oolmlo — |w [ [ o [Vzorek 03
b
S

1 |* |Ig gamma-1 chain C region /
0
1
8
1
2
0

Obr. 13: Ilustraéni tabulka vyhodnoceni nejvice abundantniho amyloidniho proteinu.
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5.6.2 P-Skore a D-Skore

L4

Pro vhodnéjsi intepretaci namétenych MS dat pro typizaci amyloidu byly stanoveny

dva parametry: P-skore a D-skore.

P-skore stanovuje relativni podil identifikovanych amyloidnich protein ku vSem
identifikovanym proteinti ve vzorku. P-skore je definovano jako podil souctu hodnot
MS/MS count amyloidnich proteini a MS/MS count vSech identifikovanych proteint

ve vzorku. P-skore bylo vypocitano u vzorku s amyloidozou i u kontrolnich vzorkd.

2 (MS/MS countamyloidnich proteini)

x 100
2.(MS/MS countyzech proteini)

P — skore [%] =

D-skore je definovano jako podil hodnoty rozdilu mezi MS/MS count prvniho
a druhého nejvice abundantniho amyloidniho proteinu a hodnoty MS/MS count prvniho
nejvice abundantniho amyloidniho proteinu. Pokud se hodnota D-skére blizi 1, jedna se

o lépe priikaznou typizaci. D-skore bylo vypocitdno pouze u vzorki s amyloidozou.

MS/MS count; — MS/MS count,
MS/MS count,

D — skore =
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6 VYSLEDKY

6.1 Typizace systémove amyloidozy z FFPE vzorki

Byla provedena typizace systémové amyloidézy pomoci LMD-LC-MS analyzy
u 40 ptipadt s diagnostikovanou amyloid6ézou. U kazdého ptipadu byly zpracovany 1-3
biologické replikaty. U kazdého vzorku byl ziskdn proteomicky profil obsahujici
identifikované proteiny s jejich odpovidajicim poctem MS/MS count. Pocet MS/MS
count odpovida semikvantitativni informaci o abundanci identifikovaného proteinu.

U vybranych 12 ptipadi, kde byla typizace amyloidu provedena z parafinovanych
vzorkd ze dvou odlisSnych organu/tkani, jsou vysledné proteomické typizace uvedeny
v Tabulce 5. V 11 ptipadech byla typizace totozna z obou organt, byl typizovan stejny
amyloidni protein. Pouze u jednoho ptipadu (ptipad 12) doslo k rozdilné typizaci. Vzorek
tkané srdce byl typizovéan jako ALk a vzorek tkdn¢ srdce odebrany paraaortalné (podél
aorty) byl typizovan jako ATTR. Vysledna typizace (ATTR) u tohoto piipadu byla
provedena na zakladé vyssi hodnoty D-skore. U 28 ptipadi, kde byla provedena typizace
pouze z jednoho organu, jsou vysledné proteomické typizace uvedeny v Tabulce 6.
Ve vSech vzorcich byla ovéfena pfitomnost sérového amyloidniho P proteinu,
apolipoproteinu A-1V, apolipoproteinu E, vitronectinu a vimentinu jako proteint
asociovanych s amyloidem. V ramci vSech piipadd byla typizovana ATTR, ALk, ALA,
AFib a ACal amyloidoza (Tab. 7, Graf 3).

U ptipadu 17 byla typizovana AFib amyloid6za. Je popsano devét riiznych mutaci
na fibrinogenu a asociovanych s AFib amyloidézou, z nichZ nej¢astéjsi varianta je E545V
(Pinney et Hawkins, 2012). Na poloze 545 je zaména kyselina glutamové (E) za valin (V)
(E545V, p.Glub45Val). Na zakladé MS a MS/MS dat byl identifikovan mutovany peptid
(TFPGFFSPMLGEFVSETVSR, 1118.0432 m/z, z = 2+) z fibrinogen o (Obr. 14).

Pro porovnani amyloidnich a neamyloidnich parafinovanych vzorkl tkani byla
provedena analyza 20 kontrolnich vzorkl parafinované tkané (jatra, jazyk, ledvina a
srdce) ve 3 biologickych replikatech. V kontrolnich vzorcich byly bud’ identifikovany

amyloidni proteiny s velmi nizkou abundanci anebo nebyly identifikovany viibec.
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Tab. 5: Typizace amyloidu ve vzorcich parafinované tkan¢ u 12 piipada ze dvou

ruznych organti. Hodnota MS/MS count: je u nejvice abundantniho amyloidniho

proteinu vyznacena ¢erné a u proteinli asociovanych s amyloidem jsou vyznaceny Sed¢.

MS/MS count vybranych amyloidnich proteinii

2 »
[<F) c c c <
= S S g S

£ g § 2 8 g <

2 3 O g O O _ o £

< d wE o6 £ 5 < £

c T S & ¢ £ < ¢ £ 5
T & >g & % 5 9 ¢ B Y e
> 5§88 58 g« £E 8 8§58 &z
o o o o o
.. |B & g £ & E g E £ 2 5 € £ =
Proteomicka S 5 3 g 5 & & 8§ 8§ 5 g S S S
Piipad  Tkan typizace | = & § S & @2 2 o2 2 &S =2 iF §
. srdce ALk 3|9 f19]15(35 (20 M 7 |9 |5[14|/3]2]0
jétra ALk 4111]36]22|62|17 W<l 3|67 [11]6]4]0
) srdce ALA 3]10]12|15[25|6 |5 | 1]2 10|22 kil 5| 0
jétra ALn |4 l18]27]16]44] 6| 3 [1 ]2 1215k 8 | O
5 srdce ALM 51381529173 |5 1|29 |22l 6 |0
ledvina AL.  |10]51|30]31]23|10] 9 [5 |4 |8 |47|Ef 4]0
. srdce ALx  |14]45|16]43 |32 |14 0 6 | 7 [12|26] 5|4 |0
jétra ALk 71813213517 LM 6 |6 |8 |23 3 [11]0
; srdce ALMA 31| 8[31]23|7]10]4]3|14]25 0o
ledvina ALMA 5 |13]13[31|44[16| 12 [11] 6 410
6 srdce ALk 10|53 9 |43[35| 2 gl O | 1 0
jétra ALk 8|26 9 [38|61|6c ezl 0|3 0
; srdce ALMA 130 9lmal1]1]1]o0 0
jétra ALL 2 |24|10(18[44[ 0| 1 ]0]0O 0
g srdce ALM 71295 (3116 |7 [1]3 0
jétra ALM 8 32] 934|166 |3 [1]2 0
9 srdce ALA 8 140|120(31(20| 7| 6 |13 0
jétra ALL 6 [30[27]31[15]6 | 3 |02 0
10 srdce ALc |12[37]11]46|25] 2« M 1 | 1 0
jazyk ALc |14]26] 7 [31]17] ¢ I 1 | 2 0
" srdce ATTR [EEN 22|13]16/15]| 5|10 | 1 | 3 0
plice ATTR [EEl 14|14[18|11]4 | 8 [3 |4 0
srdce ALk n 5(8 (13| 8|1 010 0
12 srdce 7l 33 |36|40(20 (21| 16| 7 | 8 0

paraaortalné ATTR
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Tab. 6: Typizace amyloidu ve vzorcich parafinované tkané u 28 ptipadt. Hodnota

MS/MS count je u nejvice abundantniho amyloidniho proteinu vyznacena gguils a u

proteinti asociovanych s amyloidem jsou vyznaceny Sede¢.

MS/MS count vybranych amyloidnich proteint
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15 srdce ATTR 16/15/26|15( 9|6 4|7 [5]4a]2]5]0
16 srdce ATTR 3 2020 23]13 1ml2|3[s5]5]2]a]o0
17 jatra AFib 7034424616116 |7 |10]9]2 EH o
18 srdce ATTR 16|16]30|15(10|10 |6 |8 |7 |31 2|3 0
19 srdce ATTR W 14]14]21(15|6 ] 7 |3]4a[3]16]2]2]0
20 srdce ATTR o 12)11]11|11 5322|6110
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27 srdce ATTR Wl 23| 18]21(23| 1|5 |ofo[3]5]0]0]0
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35 srdce ATTR o 7 [17]13]10 wol1l2]3]s5]1]1]o0
36 srdce ATTR Y 30(31(36|25] 1|5 |0]of[4af10]l2]2]0
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Tab. 7: Cetnost typizovanych amyloidoz ve vysetieném archivu (40 piipadd).

Typizovany protein Proteomicka typizace Pocet
Transthyretin ATTR 24
Ig kappa chain C region Alx 8
Ig lambda-2 chain C regions AL, 6
Fibrinogen alpha chain AFib 1
Calcitonin ACal 1
AFib; 1; 2% ACal; 1; 3%
EATTR
AL); 6; 15% o Al
EALA
Alic; 8;20% ATTR; 24;60%  mAFib
ACal

Graf 3: Kolacovy graf Cetnosti typizovanych amyloidoz u parafinovanych vzorka

z archivu (40 ptipada).
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Obr. 14: MS stopa mutovaného peptidu (TFPGFFSPMLGEFVSETVSR)

z fibrinogenu o u pfipadu 17.
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Bylo vypocitano P-skore u amyloidnich (Tab. 8) a kontrolnich vzorkd (Tab. 9,

Graf 4). Byl vytvoren graf zavislosti poctu zpracovanych (amyloidnich a kontrolnich)

vzorkt ku vzristajici hodnoté P-skore (Graf 5).

Tab. 8: Hodnota P-skore pro zpracované amyloidni parafinované vzorky tkan¢.

Amyloidni vzorky

Ptipad MS/MS count amyloidnich proteing MS/MS count viech proteinit P-skore [%]
1 234 3013 7,77
300 2442 12,27
2 164 2791 5,89
197 2498 7,90
3 190 2232 8,50
299 2284 13,08
4 378 3554 10,64
227 2740 8,28
5 219 3800 5,75
285 2429 11,75
6 276 1657 16,64
264 1958 13,49
7 122 3270 3,74
151 2532 5,96
8 148 1689 8,76
151 1836 8,23
9 239 2059 11,59
204 2078 9,79
10 321 2730 11,76
280 2251 12,44
1 142 2501 5,68
116 1465 7,89
12 58 519 11,18
329 2866 11,48
13 203 1596 12,72
14 97 1164 8,33
15 160 746 21,50
16 177 2719 6,51
17 340 2367 14,35
18 193 1777 10,86
19 148 1878 7,88
20 98 1479 6,63
21 104 1291 8,08
22 371 2771 13,39
23 343 2018 17,00
24 41 1365 3,00
25 308 1772 17,38
26 425 3125 13,60
27 140 2032 6,89
28 303 3741 8,10
29 385 3096 12,44
30 128 1862 6,85
31 164 1441 11,38
32 219 1980 11,06
33 313 3673 8,52
34 299 2462 12,14
35 100 1740 5,75
36 204 2397 8,51
37 185 2482 7,45
38 337 3621 9,31
39 124 1103 11
40 364 1969 18
Pramér 10,19
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Tab. 9: Hodnoty P-skore pro zpracované kontrolni parafinované vzorky tkané.

0%

10

20 30 40 50
Vzorky

¢ Amyloidni vzorky

Piipad | MS/MS count amyioidnich proteini MS/MS count vsech proteini P-skore [%]
41 0,3 235,0 0,14
42 3,7 427,7 0,86
43 2,3 199,0 1,17
44 6,3 425,7 1,49
45 43 354,7 1,22
46 2,7 287,7 0,93
>4 1,0 251,3 0,40
Q|48 7.3 299,3 245
E 49 33 235,0 1,42
s | s0 0,7 334,3 0,20
£| s 43 254,0 1,71
N ) 8,7 301,7 287
53 2,3 188,0 1,24
54 2.7 204,7 1,30
55 5,0 202,0 2,48
56 1,33 241,3 0,55
57 8,7 165,7 5,23
58 5,33 207,0 2,58
59 5,0 2443 2,05
60 7.7 1483 5,17
Pramér 1,77
25%
L 2
20%
P 4
15%
XX
%. 10%
S
s 5%
a

60 70 80

Kontrolni vzorky

Graf 4: Zavislost poctu zpracovanych (amyloidnich a kontrolnich) parafinovanych

vzorkll na vzruastajici hodnoté P-skore.
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Graf 5: Sloupcovy graf primérné hodnoty P-skore ze vSech zpracovanych amyloidnich

a ze vSech kontrolnich (neamyloidnich) parafinovanych vzorkd.

D-skore byla pocitano u vSech amyloidnich vzorkd (Tab. 10) a byl vynesen graf
zavislosti poctu amyloidnich vzorkl na vzriistajici hodnoté D-skore (Graf 6). U ptipadu
12 byla provedena typizace ze dvou parafinovanych vzorku (srdce a srdce paraaortalng).
Vzorek srdce byl typizovan jako ALk a jeho D-skore bylo 0,14. Vzorek srdce
(paraaortalng) byl typizovan jako ATTR a jeho D-skore bylo 0,71 (Tab. 11). Na zaklad¢
vy$si hodnoty D-skore byl ptipad 12 typizovan jako ATTR amyloid6za. Pro spolehlivéjsi

vyslednou typizaci byla nastavena hrani¢ni hodnota D-skore na hodnotu 0,20.
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Tab. 10: Hodnoty D-skore pro zpracované amyloidni parafinované vzorky tkané.

Amyloidni vzorky

Ptipad MS/MS count pryniho MS/MS count gruného D-skore

1 50,3 20,3 0,60
63,3 17,0 0,73

2 31,3 11,0 0,64
32,7 14,0 0,57

3 23,7 9,3 0,60
25,3 13,3 0,47

4 106,3 19,3 0,81
39,0 17,0 0,56

5 28,0 14,3 0,48
35,3 16,0 0,54

6 36,3 15,0 0,58
32,3 11,3 0,65

7 29,3 4,3 0,81
31,7 9,3 0,70

8 13,7 9,7 0,28
10,0 7,5 0,25

9 32,0 17,0 0,44
20,5 12,5 0,37

10 57,0 28,7 0,46
45,5 31,0 0,28

11 33,0 10,0 0,70
17,5 8,0 0,54

12 7,0 6,0 0,14
82,0 21,0 0,74

13 30,3 9,7 0,68
14 10,0 4,0 0,60
15 33,0 9,3 0,69
16 56,0 11,0 0,80
17 95,3 25,3 0,72
18 25,0 10,0 0,60
19 29,3 5,3 0,80
20 29,5 6,5 0,52
21 33,5 10,0 0,64
22 73,0 30,0 0,59
23 66,0 23,0 0,65
24 4,0 3,0 0,25
25 72,0 16,0 0,78
26 76,0 28,0 0,63
27 41,0 5,0 0,88
28 61,0 16,0 0,74
29 84,0 22,0 0,74
30 35,0 7,0 0,80
31 21,5 14,5 0,48
32 35,0 20,0 0,43
33 81,0 15,0 0,81
34 50,0 26,0 0,48
35 24,0 10,0 0,58
36 49,0 5,0 0,90
37 49,0 12,0 0,76
38 61,0 24,0 0,61
39 15,0 7,5 0,500
40 101,0 31,0 0,693
Pramér 0,60
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Graf 6: Graf zavislosti po¢tu amyloidnich vzorki na vzristajici hodnoté D-skore.

Tab. 11: Typizace amyloidu a hodnota D-skore u ptipadu 12. Hodnota MS/MS count: je

u nejvice abundantniho amyloidniho proteinu vyznacena [¢g§ily a u proteinil

asociovanych s amyloidem jsou vyznaceny Sed¢.
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6.2 Typizace vzorku tukove tkang

Byla provedena proteomicka analyza tukové tkané u 5 ptipadu s diagnostikovanou
AL amyloid6zou a u 5 zdravych kontrolnich pfipadi. Byl ziskan proteomicky profil
obsahujici seznam identifikovanych proteint s jejich odpovidajicim poctem MS/MS
count. Pocet MS/MS count odpovidd semikvantitativni informaci o proteinové
abundance. Nejvice abundantni amyloidni protein urcil typ amyloidézy. Ve vSech
vzorcich byla ovéfena ptitomnost sérového amyloidniho P proteinu, apolipoproteinu A-I
a apolipoproteinu E jako proteint asociovanych s amyloidem (Tab. 12).

Ve tiech pripadech (ptipad 1, 3 a 4) byla typizovana ALA amyloidéza, coz odpovida
klinické diagnoze. U piipadu 2 byla typizovdna ALk amyloidoza, ale klinickd diagndza
byla ALA amyloid6za. Piipad 5 nebyl typizovan, jednalo se o lokalizovanou amyloidézu.
V 5 kontrolnich vzorcich byly identifikovany amyloidni proteiny s velmi nizkou
abundanci anebo nebyly identifikovany vibec.

Tab. 12: Typizace amyloidu ve vzorcich tukové tkané u 5 piipada s diagnostikovanou
AL amyloid6zou a 5 kontrolnich ptipadi. Hodnota MS/MS count: je u nejvice

abundantniho amyloidniho proteinu vyznacena a u proteind asociovanych
s amyloidem jsou vyznaceny Sede¢.

MS/MS count amyloidnich proteint
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Bylo vypocitano P-skore u amyloidnich a kontrolnich vzorka (Tab. 13, Graf 7). Byl

vytvoten graf zavislosti po¢tu zpracovanych (amyloidnich a kontrolnich) vzorkd ku

vzrustajici hodnoté P-skore (Graf 8). D-skore byla pocitano u vSech amyloidnich vzorkt

(Tab. 14) a byl vynesen graf zavislosti po¢tu amyloidnich vzorkd na vzristajici hodnoté

D-skore (Graf 9). U ptipadu 2 byly hodnoty MS/MS count prvniho a druhého nejvice

abundantniho proteinu 6 a 4, rozdil byl minimalni, ¢emuZz odpovidala i nizkd hodnota

v

D-skore (0,33). Pro spolehlivejsi vyslednou typizaci byla nastavena hrani¢ni hodnota
D-skore na hodnotu 0,35.
Tab. 13: Hodnota P-skore pro 4 pripady s diagnostikovanou AL amyloidozou a 5

kontrolnich ptipada.

¢ Amyloidni vzorky

Kontrolni vzorky

Graf 7: Zavislost po¢tu amyloidnich a kontrolnich vzorki na vzrustajici hodnoté

P-skore.

Pripad MS/MS count vsech proteinti MS/MS count amyloidnich proteina | P-skore [%]
Z 1 585 35 5,95
S 2 9798 87 0,89
;§ 3 9162 145 1,58
é’, 4 9830 97 0,98
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Graf 8: Sloupcovy graf s primérnou hodnotou P-skore u 4 ptipadt s diagnostikovanou

AL amyloid6zou a 5 kontrolnich ptipadi.

Tab. 14: Hodnoty D-skore pro 4 piipady s diagnostikovanou AL amyloidézou.

z‘ Pfipad MS/MS count prvniho MS/MS count grunsho D-skore
g 1 12 2 0,83
= 2 6 4 0,33
5
3 3 25 8 0,68
E‘ 4 8 4 0,50
< Prameér 0,6
0,9
0,8 L 2
0,7 ’
0,6
g 05 L 2
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a 03
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0,1
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Vzorky

® Amyloidni vzorky

Graf 9: Zavislost poctu amyloidnich vzorkt na vzristajici hodnoté D-skore.
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7 DISKUZE

V soucasné dob¢ je dostupna 1écba pro vétSinu amyloiddz, je vSak pro jednotlivé
typy specifickd. Spolehliva typizace amyloidu je naprosto zasadni pro zvoleni vhodné
1éCby u pacienti s amyloidézou. Typizace amyloidézy je zalozena na identifikaci
prekurzorového proteinu, ktery se podili na tvorbé amyloidnich depozit. Typizace
amyloiddzy se v bézné praxi provadi pomoci imunohistochemie, nicméné tato metoda ma
jisté omezeni predevsim v nizsi citlivosti a specifité protilatek (Gilbertson et al., 2015).

Nejpokrocilejsi technikou pro typizaci amyloidu je dnes proteomicka analyza,
konkrétn¢ laserovda mikrodisekce ve spojeni s hmotnostni  spektrometrii
(LMD-LC-MS/MS). V roce 2009, Vrana a kol. zavedli metodu pro typizaci amyloidu
pomoci LMD-LC-MS/MS analyzy z parafinovanych vzorki tkané. V tréninkové
skuping, kde jednotlivé amyloidozy byly znamy, bylo spolehlivé typizovano 50 z 50
pfipadd. Poté v nezdvislé valida¢ni skupiné bylo spravné typizovano 40 ze 41 ptipadi
a bylo dosazeno 98% citlivosti metody (Vrana et al., 2009). Typizace amyloidu pomoci
LMD-LC-MS/MS metody byla Gspé$né provedena u renalni amyloidozy (Sethi et al.,
2012) a amyloidni neuropatie (Klein et al., 2011). Tyto studie prokazaly,
ze LMD-LC-MS/MS analyza je uZitenym ndastrojem pro typizaci amyloid6z
a v mnohém piekonava konvenéni imunohistochemickou typizaci.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo zavést proteomickou metodu pro typizaci
amyloidéz z parafinovych vzorka tkan€. V ramci prace byla provedena typizace u 40
ptipadd s diagnostikovanou amyloidézou. V této skupiné piipadli bylo zastoupeno 24
muzi a 16 zen. Praimérny vék byl 78 let. U 12 pripadi byla provedena typizace
zZ parafinovanych vzorkt ze dvou odlisnych organu/tkani. V 11 ptipadech byla typizace
amyloidniho proteinu totoZnd z obou organi/tkani. Pouze u ptipadu 12 doSlo k rozdilné
typizaci a vysledna ATTR amyloiddza byla stanovena na zakladé vyssi hodnoty D-skore.
U zbylych 28 pfipadi byla provedena typizace pouze z jednoho organu/tkane.
V celkovém souboru 40 ptipadt byla typizovana ve 24 ptipadech ATTR amyloiddza,
v 8 pfipadech ALk amyloiddza, v 6 ptipadech ALA amyloiddza, v jednom piipadé AFib
amyloido6za a také v jednom ptipadé ACal amyloidoza (Tab. 7, Graf 3). U ptipadu 17 byla
typizovana AFib amyloidoza, u které byl na zdkladé MS dat identifikovan mutovany
peptid (TFPGFFSPMLGEFVSETVSR, 1118.0432 m/z, z = 2+) z fibrinogenu a

(Obr. 14). Mutace odpovida nejcastéji se vyskytujici mutaci na fibrinogenu a, ktera je
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asociovana s AFib amyloidézou. U detekované mutace musi byt provedena verifikace
na DNA trovni (Dasari et al., 2014).

Pro vhodnéjsi intepretaci naméfenych MS dat pro typizaci amyloidu bylo
vypocéitano P-skore [%] a D-skore (Sun et al., 2015). P-skore stanovuje abundanci
amyloidnich proteini ve vzorku. Primérnd hodnota P-skére u vSech amyloidnich
parafinovanych vzorki byla 10,19 %, zatimco u kontrolnich (neamyloidnich)
parafinovanych vzorkd byla 1,77 % (Graf 5). Z toho vyplyva, ze né€které amyloidni
proteiny se vyskytuji piirozené ve tkani, avsak pfi velmi nizké fyziologické hlading.
Laserova mikrodisekce umoznila selektivné zpracovat pouze amyloidni depozita
a pomohla tak zvysit celkovy podil amyloidnich proteini v analyzovaném vzorku
vV priméru az na 10,19 %. D-skore stanovuje relativni rozdil mezi prvnim a druhym
nejvice abundantnim amyloidnim proteinem. Vysledna typizace je spolehlivéjsi, pokud
se hodnota D-skore blizi k 1. Hodnota D-skore se u amyloidnich vzorkti pohybovala
v rozmezi od 0,14 do 0,90 s primérem 0,6 (Tab. 10). D-skére pomohlo rozhodnout
vyslednou typizaci u ptipadu 12, kdy typizace ze dvou organti/tkani vysla rozdilné (ALA
a ATTR). Hodnoty MS/MS count prvniho a druhého nejvice abundantniho proteinu
u vzorku (srdce) byly 7 a 6, rozdil byl minimélni, ¢emuz odpovidala i nizkd hodnota
D-skore (0,14). Zatimco u druhého vzorku (srdce paraaortaln€) byly hodnoty MS/MS
count 82 a 21, rozdil byl vyrazny, ¢emuz odpovidala i vy$si hodnota D-skore (0,74), ktera
pomohla pii rozhodovani ve vysledné typizaci u ptipadu 12 (Tab. 11). Z tohoto divodu
byla nastavena hrani¢ni hodnota D-skére (0,2), ktera musi byt piekrocena
prospolehlivéjsi vyslednou typizaci. Ve 39 ptipadech bylo hodnota D-skore vyssi nez 0,2.

V druhé ¢asti experimentalni prace byla zavedena proteomicka metoda pro typizaci
amyloidoz z tukové tkané. U systémové amyloidézy dochazi k ukladani amyloidnich
proteinli do vétSiny organt a tkani. Tukova tkan je snadno dostupnd a odbér je méné
invazivni v porovnani s biopsii srdce ¢i ledviny. Z téchto diivodi bylo zavedeno vySetieni
tukové tkané pro typizaci systémové amyloidozy (Vrana et al., 2014). Byla provedena
proteomicka analyza tukové tkané¢ u 5 ptipadi s diagnostikovanou amyloidézou
a 5 kontrolnich pfipadt. Pfipady 1, 3 a 4 byly typizovany jako ALA amyloiddzy, coz
odpovidalo klinické diagndze. U ptipadu 2 byla typizovana ALk amyloido6za, ale klinicka
diagnéza byla ALA amyloidéza. Ptfipad 5 nebylo mozné typizovat, jednalo se

0 lokalizovanou amyloidoézu. U kontrol byly identifikovany amyloidni proteiny s velmi

nizkou abundanci anebo nebyly identifikovany viibec amyloidni proteiny (Tab. 12).
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Pro vhodnéjsi intepretaci MS dat u typizace amyloidozy z tukové tkdné bylo opét
pocitano P-skére a D-skore. Hodnota P-skore u ptipadi s diagnostikovanou amyloidézou
se pohybovalo vrozmezi od 0,89 % do 5,95 % s pramérnou hodnotou 2,35 %.
U kontrolnich vzorkti se hodnota P-skore pohybovala v rozmezi od 0 % do 0,24 %
S pramérnou hodnotou 0,05 % (Tab. 13, Graf 8). Z téchto vysledkid vyplyva, ze nékteré
amyloidni proteiny se vyskytuji pfirozené v tukové tkéni, avSak pfi velmi nizkych
fyziologickych hladinach. ZvySena hladina amyloidnich proteinii (2,35 %) u systémové
amyloidozy potvrzuje vyskyt a tvorbu amyloidnich depozit v tukové tkani. Hodnota
D-skore pro ptipady se systémovou amyloidézou se pohybovala v rozmezi od 0,33
do 0,83 s primérnou hodnotou 0,6 (Tab. 14). U piipadu 2 byla fale$né typizovana ALk
amyloiddza misto ALA amyloid6za. Hodnoty MS/MS count prvniho a druhého nejvice
abundantniho proteinu byly 6 a 4, rozdil byl minimélni, cemuZz odpovidala i nizka hodnota
D-skore (0,33). Z tohoto diivodu byla nastavena hrani¢ni hodnota D-skore (0,35), ktera
musi byt pfekrocena pro spolehlivéjsi vyslednou typizaci. Je nutné vySettit vice vzorkt
tukové tkadné¢ pro nastaveni optimdlni hraniéni hodnoty D-skére pro posouzeni

spolehlivosti vysledné typizace.

57



8 ZAVER

V diplomové praci byl vypracovan teoreticky uvod o amyloidézach, klasifikaci
amyloidoz, dale byly popsany Ctyfi nejcasteji se vyskytujici amyloidozy a byly shrnuty
soucasné diagnostické piistupy pro typizaci amyloidoz.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla zavedena proteomickd metoda
pro typizaci amyloidu z parafinovanych vzorkd tkani a metoda pro typizaci amyloidu
zevzorkl tukové tkané. Byla provedena typizace amyloidu u 40 piipadi
z parafinovanych vzorka tkani pomoci laserové mikrodisekce ve spojeni s kapalinovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii (LMD-LC-MS/MS). U dvanacti piipadt byla
soucCasn¢ provedena typizace ze dvou odlisnych organt/tkani, kde u 11 ptipadi byla
shodna typizace amyloidniho proteinu. Pro vhodnéjsi interpretaci dat byla pocitana
P- a D-skore, kterd napomohla ve vysledné typizaci amyloidu. Hodnota P-skore
pfedstavuje procentudlni zastoupeni amyloidnich proteind v analyzovaném vzorku.
Hodnota D-skore piedstavuje relativni rozdil mezi prvnim a druhym nejvice abundantnim
amyloidnim proteinem, ¢im je hodnota D-skoére blize 1, tim je vyslednd typizace
spolehlivéjsi. V souboru 40 ptipadd byla typizovana ve 24 ptipadech ATTR amyloidoza,
v 8 ptipadech ALk amyloidéza, v 6 pfipadech AL\ amyloidéza, v jednom piipadé AFib
amyloidoza a také v jednom ptipadé ACal amyloidéza. Dale byla zavedena LC-MS/MS
metoda pro typizaci amyloidu z tukové tkané, jakozto snadno dostupného materialu
pro typizaci syst¢tmové amyloidézy. Pomoci této proteomické metody byly spravné
typizovany 3 ze 4 piipadl se syst¢émovou amyloidézou. Obé zavedené metody mohou

slouzit k typizaci amyloidu u pacientt s amyloid6zou nejen ve vyzkumu, ale mohou také

rozsifit soubor pouzivanych metod v klinické praxi.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA kyselina octova

AA sérovy amyloid A

AANF atridlni natriureticky faktor
AApoAl apolipoprotein Al
AApoAll apolipoprotein All
AApoAIV apolipoprotein AlV

ABri ABri proteinovy prekurzor
ACal (pro) kalcitonin

ACN acetonitril

ACor corneodesmosin

ACys cystatin C

ADan ADan proteinovy prekurzor
AENf enfuvirtid

AFib fibrinogen a

AGal7 galektin 7

AGel gelsolin

AH tézky fetézec imunoglobulint

AIAPP ostrivkovy amyloidovy polypeptid (amylin)

Alns insulin

AKer kerato-epitelin

AL lehky fetézec imunoglobulint
AlLac laktoferin

ALECT?2 leukocytarni chemotakticky faktor 2

ALys lysozym
ALk lehky fetézec imunoglobulinu kappa
ALA lehky fetézec imunoglobulinu lambda

AMed lactadherin

ANS autonomni nervova soustava

AOAAP  odontogenni protein asociovany s ameloblastomem
APP amyloidovy prekurzorovy protein

APro prolaktin



APrP
ASeml
ASPC
ATTR
AP
AP2M
CE
CID
CJD
CNS
CPHPC

CR
DNA
DTT

EDTA
EL
FA
FAP
FFPE
GSS
H20
HCI
HFP
HS
HSPG

IL-6
ISA
LC
LC-MS
LCOSs
LMD

prionovy protein

semenogelin 1

plicni surfaktant

transthyretin

AP proteinovy prekurzor
2-mikroglobulin

kolizni energie

kolizn¢ indukovana disociace
Creutzfeldt-Jakobova choroba

centralni nervova soustava
(R)-1-[6-[(R)-2-karboxy-pyrrolidin-1-yl]-6-oxohexanoyl]pyrrolidin-2-
karboxylova kyselina

kongo Cerven

Deoxyribonukleova kyselina
dithiothreitol

kyselina glutamova

kyselina ethylendiaminotetraoctova
lyzacni pufr

kyselina mravenci

familiarni amyloidni polyneuropatie
formalinem fixovand parafinovana tkan
Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrom
voda

kyselina chlorovodikova
hexafluoropropylen

heparan sulfat

heparan sulfat proteoglykan
immunoglobulin

Interleukin 6

Mezindrodni spolecnost pro amyloidozu
kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie ve spojeni hmotnostni spektrometrii
luminiscen¢ni konjugované oligothiofeny

laserova mikrodisekce
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m/z
MeOH
Met
MS
MS/MS
PFOs
PNS
Prp°
Prps¢

SAA
SAP
SSA
TFA
TFE
TNF
TSE
TTR

Val

methionin

pomér hmotnosti a ndboje

metanol

methionin

hmotnostni spektrometrie
tandemova hmotnostni spektrometrie
piedfibrilni oligomery

periferni nervova soustava

helikalni isoforma prionového proteinu

infek¢éni izoforma prionového proteinu
aktivacni energie

sérovy amyloid A

sérovy amyloidovy P protein

senilni systematicka amyloidoza
kyselina trifluoroctova
trifluoroethanol

tumor nekrotizujici faktor

pfenosna spongiformni encefalopatie
transthyretin

valin

valin
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