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Vliv nékterych faktor na postizeni ledvin u sekundarni amyloidézy - abstrakt

KliCova slova: AA amyloid6za, polymorfismy gentl MCP-1, MIP-1a a SAA1

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

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

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

Zaver: Homozygocie pro haplotyp 1.1 vgenu pro SAA1 by mohla byt rizikovym
faktorem pro rozvoj AA amyloidozy v kavkazské populaci. Nami zjisténé signifikantné
vySSi sérove koncentrace MCP-1 ve skupiné s AA amyloidézou proti skupiné s RA
by mohly poukazovat na rizikovost idalSich faktord. Toto by mohlo mit své
ke vzniku AA amyloidézy u pacientu s pfisluSnym genotypem. Potfebny je v3ak dalSi

vyzkum ve vétSich souborech.



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

Key words: AA amyloidosis, MCP-1, MIP-1a and SAA1 genes polymorphisms
Introduction: Available data suggest an association between presence of secondary
(AA) amyloidosis and MCP-1 (monocyte chemoatracttant protein-1) and MIP-1a
(macrophage inflammatory protein-1 alpha) genes polymorphisms. Some studies have
also shown an impact of polymorphisms in exon 3 of SAA 1 (serum amyloid A 1) gene
on the incidence of AA amyloidosis in different populations.

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

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

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

vrvs

degradace proteinld, ktera vylstuje do extracelularniho ukladani
nerozpustné bilkovinné hmoty fibrilarni struktury — amyloidu. Pojem
amyloid zavedl némecky botanik Matthias Jakob Schleiden (1838)
pro pojmenovani Skrobovych struktur v rostlinach. Je odvozen
od amyloidum = S$krobu podobny, pro podobnost barveni se
s uhlovodany pfi tehdy dostupnych histologickych barvenich. V roce
1842 Karel Rokitansky jako prvni popsal vlastnosti tohoto ,vosku®
vjatrech u pacientd dlouhodobé IéCenych pro tuberkuldozu, syfilis
nebo chronickou osteomyelitidu (V. V roce 1854 nazval Rudolf Virchow
tuto substanci (u lidi) amyloid. V roce 1859 Nikolaus Friedreich a August

Kekule objasnili proteinovou podstatu amyloidu .

Klasifikace amyloidézy

Zakladni déleni amyloidéz se provadi dle nékolika kriterii:

dédi¢nosti (vrozena — familiarni a ziskana)

pfiiny (primarni, sekundarni)

biochemické struktury (amyloid light chain, amyloid A, amyloid beta atd.)

rozsahu organového postizeni (difiizni—systémova nebo lokalizovana) )



Patofyziologie tvorby amyloidu

Amyloid je tvofen nékolika komponentami, z nichz hlavni jsou
bilkovinné nevétvené fibrily o priméru 8-10 nm, slozené ze dvou
filament. Typické je pro né usporadani v B-strukturu skladaného listu
s antiparalelnim prabéhem filament . Toto usporadani je zodpovédné
za ultrastrukturalni, tinkCni a optické vlastnosti amyloidu. V kontrastu
s uniformnimi fyzikalnimi vlastnostmi amyloidovych fibril je jejich
chemicka heterogenita. Do dneSni doby bylo identifikovano nejméné
27 rliznych protein(, které zpUsobuiji vznik amyloidézy ), a pravé druh
proteinové fibrilarni komponenty je pro rizné druhy amyloidu specificky.
V8echny typy amyloidu maji spoleénou P komponentu (AP), ktera je
slozena z 10 glykosylovanych polypetidovych podjednotek, tvoficich dvé
pentamerni matice pootoCené proti sobé o polovinu jednotky (obr.1).
AP tvofi tmelici prvek spojujici fibrily v kompaktni hmotu. Tato hmota
tvofi 5-15% amyloidovych depozit. Fyziologicky ma sérovy prekurzor
tohoto proteinu (SAP) v organizmu pozitivni vliv spoc€ivajici v ochrané
bunécného chromatinu pfed pusobenim protilatek, virG a bakterii.
VazZe se, pravdépodobné prostfednictvim Ca?*, na bunéénou membranu
bakterii a kvasinek ©). V experimentu bylo prokazano, Ze SAP-
knockoutované mysi maji vyrazné vyS8Si hladiny autoprotilatek
(antinuklearni protilatky - ANADb, protilatky proti bazalni membrané
glomerulll - antiGBM) a &ast&j$i vyskyt infekénich komplikaci ©.
Kromé téchto dvou zakladnich sloZzek (fibrily a P komponenta) se
na formaci amyloidovych depozit podileji jesté apolipoproteiny
(pfedevSim ApoE a Apod) a glykosaminoglykany (GAG, pfedevSim
heparan-sulfat). SoucCasné se predpoklada jesté existence dalSiho
faktoru - AEF (amyloid enhancing factor). Ziskava se extrakci z tkani
infiltrovanych amyloidem a v experimentech s laboratornimi zvifaty

©8  Dle mnoha

vyrazné urychluje ukladani amyloidovych depozit
vyzkum0 se jednd o makromolekularni komplex obsahujici glykoprotein

o velikosti priblizné 10-15 kDa ®'". Predpoklada se, ze AEF muze byt



(12

amyloid sam 2, drobny fragment amyloidové fibrily obsahuijici viakno

ve struktufe B-skladaného listu " nebo komplex AA peptidu a GAG ().

Pfesny mechanizmus amyloidogeneze dosud neni upIné objasnén.
Na vzniku amyloidu se mlze vyznamné podilet tvorba a kinetika
amyloidovych prekurzort, kdy u vétSiny amyloidéz nalézame jejich
zvySenou tvorbu. Neni vSak prokazana pfima a jednoducha zavislost
mezi zavaznosti vyvolavajiciho procesu, mnozstvim amyloidovych

¥ Dal$im momentem muZe byt

prekurzorl a vznikem amyloidozy (
mutace v genu, ktery kéduje vznik daného prekurzoru. Takto patologicky
zménéné bilkoviny jsou obtiZné degradovatelné z duvodu chybného
prostorového uspofadani a v dusledku toho snaze tvofi agregaty fibril

a nasledné depozita amyloidu (vétSina familiarnich forem amyloid6z).

Obr.1. Struktura SAP
(http://www.cryst.bbk.ac.uk)

Obraz systémovych forem amyloidézy

Klinicky obraz u téchto forem amyloid6zy souvisi s predilekCnim
postizenim zejména téchto organd: ledviny, jatra, slezina a srdce (obr. 2,
3, 4). Pfi postiZzeni ledvin se amyloidova depozita ukladaji nejprve
v mezangiu, podél glomerularni bazalni membrany a ve sténé cév
(hlavné v medii), také ale ve sténé tubulu a intersticiu ledvin. Postupné
v8ak dochazi k expanzi amyloidovych depozit, v disledku ischemie
glomerult  k jejich sklerotizaci a rozvoji intersticialni fibrozy (19

Amyloiddza ledvin sice miize probihat i asymptomaticky ", nejéast&ji se
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vSak manifestuje nefrotickym syndromem, nezfidka s proteinurii
presahujici 10g/24 hod. Klinicky obraz pak dotvareji komplikace
souvisejici s rozvinutym nefrotickym syndromem: vétsi sklon k infekcim
(z ddavodu ztrat imunoglobulinG do moc&i a zvySené kongesci tkani
pfi retenci tekutin), tromboembolické pfihody (intravaskularni
dehydratace pfi hypalbuminemii, ztraty antitrombinu Ill do moci, zvySena
syntéza fibrinogenu) a €asto pfitomna refrakterni anemie i pfi normalnich
renalnich funkcich (ztraty transferinu do modci). Pfipadné snizeni
glomerularni filtrace nesouvisi pouze s infiltraci glomeruld amyloidem,

ale je zavislé i na stupni intersticialni fibrézy a tubularni atrofie ).

Pfi AA amyloidéze byvaji jatra postizena az u90% nemocnych
a asi u 50% (stejné jako u AL amyloiddzy) je zjisténa hepatomegalie .
Klinické znamky postizeni jater jsou u obou typd amyloidézy malo
frekventni a jen velmi zfidka dochazi k rozvoji portalni hypertenze
nebo hepatalniho selhani. Byl ovSem zaznamenan i pfipad umrti
na subakutni fulminantni jaterni selhani, kde byla stanovena diagn6za
AA amyloidozy post mortem '), Literatura popisuje i spontanni ruptury

jater (19),

Slezina byva casné infiltrovana amyloidem. Uvadéji se pfipady
atraumatické ruptury sleziny, nékdy i jako prvni znamka postizeni

amyloidozou 9.

Depozice amyloidu v myokardu je nejCastéjSi pri€inou restriktivni formy
kardiomyopatie. U AA amyloidozy je méné cCasta, nez u AL (60%
vs. 90%). Muze vést k srdeCnimu selhani a je pfi¢inou umrti vétSiny
nemocnych s AA (i AL) amyloidézou (V. Pomérné &asto se mizeme
setkat u téchto nemocnych s malignimi arytmiemi, rGznymi pfevodnimi

poruchami a raménkovymi blokadami.

Systémové  amyloidézy  postihuji i Fadu dalSich  organa.
V gastrointestinalnim traktu se muzou amyloidova depozita vyskytnout
vcelé jeho délce od dutiny ustni az po rektum. Infiltrace jazyka
amyloidem se manifestuje jako makroglosie; v jicnu muze dojit k dilataci

az atonii, byly popsany Zalude¢ni polypy, stfevni obstrukce

11



nebo ulcerace @". Nejvice byva infiltrovano tenké stfevo s projevy

malabsorpéniho syndromu, prajmy, steatorheou @V

Postizeni nadledvin byva pfiCinou adrenalni insuficience, ktera muaze

vyustit az v Addisonovu chorobu.

Castd je progredujici senzoricka periferni neuropatie, postizeni
autonomniho nervstva se mulze spolupodilet na ortostatickych
hypotenzich @,

K(Ze byva postizena pomérné &asto, u AA amyloidézy asi ve 40% (.
Nej¢astéjSi je charakteristickd kozni purpura v dusledku postizeni
cévnich struktur podkozi.

Vyskytuje se i amyloidova myopatie a spondylartropatie. Pro amyloidozu

je typicka artropatie ramenniho kloubu, znama jako pfiznak ,vycpaného

ramene“ — shoulder pad sign (obr.5) (.

Obr.2. Amyloidéza ledviny Obr.3. Jatra infiltrovana amyloidem
(http://research.vet.upenn.edu) (http://research.vet.upenn.edu)

Obr.4. Amyloidéza myokardu Obr.5. Pfiznak vycpaného ramene
(http://radiographics.rsna.org) (http://content.nejm.org)
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Diagnostické moznosti priikazu amyloidézy

Diagn6zu amyloidézy je mozno definitivné stanovit na zakladé
histologického vySetfeni vzorku tkané z postizeného organu. Material
k hodnoceni se ziskava nejCastéji biopsii ledviny nebo stfevni sliznice
pfi endoskopickém vySetfeni kolon, méné Casto se pouziva aspirace
tukové tkané Ci endomyokardialni biopsie; vzorky lze ziskat i z jazyka,
gingivy nebo jater.

Zakladni barveni uzivané k prikazu amyloidu ve tkani je kongo Cerven,
pfi kterém se amyloidova depozita jevi jako oranzovo-Cervené okrsky
amorfni hmoty bez hypercelularity (obr.6).

Pfi pozorovani v polarizacnim mikroskopu umoznuje orientaCni rozdéleni
vzorki na AA a AL amyloid pFfedchozi oxidace preparati
manganistanem draselnym. AA amyloid po vystaveni ucinku
manganistanu draselného a nasledném obarveni kongo Cerveni ztraci
charakteristicky dichroismus (zeleny dvojlom) — obr. 7. V dnesni dobé se
ale jiz tento zpusob diferenciace AA a AL amyloidozy povazuje

za obsolentni.

Obr.6. Amyloid, kongo ¢erven Obr.7. Zeleny dvojlom (artérie
(glomerulus, archiv autorky) a intersticium, archiv autorky)

13



K pfesnému uréeni jednoho ze dvou nejCastéji diagnostikovanych typ(
amyloidézy (AL nebo AA) se v praxi mnohem vice vyuziva
imunofluorescence a imunohistochemie (obr.8, 9), kdy za pouziti
specifické protilatky (anti-AA, anti-A, anti-k) detekujeme fibrilarni

komponentu amyloidu.
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Obr.8.Imunohistochemicky priikaz Obr.9. Imunofluorescencni prikaz
AA amyloidu (glomerulus s masivnim  AA amyloidu (protilatka proti AA
postizenim arterioly, archiv autorky) amyloidu, archiv autorky)

PFfi odhalovani rozsahu postizeni jednotlivych organu se uplatriuje
zejména scintigrafie. Za timto Gcelem se pouzivaji jednak 'ZI-SAP,
¥1I.SAP, nebo %™ Tc aprotinin (inhibitor proteaz), kdy se tyto latky
vychytavaji v amyloidovych depozitech. Tato vySetfeni maji velky
vyznam zejména v monitoraci uspésnosti leécby, kdy pozorujeme pokles
aktivity izotopu. U postizeni myokardu je mozno pfi echokardiografickém
vySetfeni pozorovat obraz tzv. ,sparkling myocardium® — jiskFiciho
myokardu. Diagnézu amyloidézy myokardu Ize podpofit i magnetickou
rezonanci (znamky restriktivni kardiomyopatie se ztlusténim stén septa

a zadni stény a snizenou complianci svaloviny).

AA amyloidéza (sekundarni, reaktivni)

AA amyloidéza vznika v dusledku dlouhodobého pusobeni
chronického zanétlivého procesu ruzné povahy v organizmu.
Patogeneze tvorby amyloidu je blize popsana v €asti tykajici se SAA

(sérovy amyloid A), diagnostika a klinicky obraz byly zminény vyse.

14



Onemocnéni, ktera byvaji nejvice  komplikovana rozvojem
AA amyloidézy, patfi do skupiny revmatickych chorob — revmatoidni
artritida (RA), juvenilni chronicka artritida (JCA), ankylozujici
spondylartritida (AS), dale pak nespecifické stfevni zanéty (Crohnova
choroba, ulcerdzni kolitida), bronchiektazie, tuberkul6za, osteomyelitidy.
V zemich Balkanu je nejCastéjSi pfiCinou reaktivni amyloidozy familiarni
sttedozemni horeCcka (FMF — Familial Mediterranean Fever).
V postmortalnich studiich je incidence amyloidbzy u nemocnych
s revmatickymi onemocnénimi velmi variabilni a kolisd mezi 5-60%.
Pfiblizné 10% nemocnych s revmatoidni artritidou umira na komplikace,

které souviseji s pFitomnosti amyloidézy 42,

Terapie AA amyloidézy

Dosud neni dostupna terapie, ktera by specificky odstranila
amyloidova depozita, a souCasna terapeuticka strategie v lécbé
amyloidézy obecné je zaméfena na redukci dodavky fibrilarnich
proteinovych prekurzorl za soucasné podpory ¢i nahrady funkce

postizenych organt %),

V pfipadé AA amyloidézy je hlavni snahou alespon potlacit zakladni
proces s naslednym snizenim aktivity zanétu a zmenSenim produkce
cytokinu vedoucich ke zvySené tvorbé SAA. Urcita Sance na vylepSeni
AA amyloidézy existuje u zanétlivych onemocnéni, ktera lze vyreSit
chirurgicky (bronchiektazie, osteomyelitida, resekce Casti stfeva
u Crohnovy choroby).

Velmi problematické je zabranit rozvoji amyloidézy u nemocnych
s revmatickymi onemocnénimi, pfedevSim u vysSich stadii seropozitivni
RA, AS a JCA. DoporuCovana léCebna schémata obsahuji vétSinou
malou davku kortikosteroidl v kombinaci s riznymi cytotoxickymi léky
(alkylacni: chlorambucil, cyklofosfamid, antimetabolity: metotrexat,

azathioprin). SpiSe ojedinéle Ize pouzit cyklosporin A (i vzhledem k jeho
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schopnosti snizit proteinurii). Mezi nespecifickou terapii rovnéz fadime
kolchicin, ktery muze az o 30% redukovat proteinurii a sou¢asné tlumit
i zanétlivé procesy (stabilizaci leukocytarnich mikrotubull a inhibici
uvolnovani proteaz). Z hlediska maximalniho ovlivnéni zakladniho
onemocnéni se jako nejefektivnéjSi jevi biologicka terapie, ktera se
zameéfuje predevsim na inhibici produkce cytokinu: tumor nekrotizujiciho
faktoru a - TNF-a (chimericka protilatka - infliximab, plné humanni
protilatka - adalimumab, solubilni receptor - etanercept) a interleukinu 1
(antagonista receptoru — anakinra). Byly reportovany velmi dobré
vysledky s pouzitim humanni protilatky proti receptoru pro interleukin 6
(tocilizumab) v Japonsku u AA amyloidézy pfi aktivni JCA @4,
Z preparatd zaméfenych na depleci B lymfocytl se pouziva anti-CD20
protilatka (chimericka — rituximab, humanni — ocrelizumab). Na principu
inhibice kostimulacnich molekul, které se uplathuji pfi aktivaci
T lymfocyt,, funguje abatacept - fluzovana molekula pfirozené se
vyskytujiciho CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4)
s molekulou 1gG1, tedy CTLA-4lg. DalSi slibnou l1éCebnou skupinou jsou
mimetika s efektem glykosaminoglykanu, ktera vytésfuji heparan-sulfat
z vazby na SAA a tim inhibuji tvorbu fibrilarnich agregatu, jako eprodisat
sodny. Ve studii Dember zroku 2007 bylo potvrzeno, ze eprodisat
zpomaluje progresi renalni insuficience u nemocnych s AA amyloidézou

ledvin @,

Aktualni je i otdzka alogenni transplantace kostni dfené, ktera se
u nékterych nehematologickych diagnoz provadi (zejména JCA, RA
a systémova sklerodermie). Problémem je ale neuplna remise
onemocnéni v fadé pfipadl; rekurence onemocnéni do 18 mésicl je

pozorovana u 3/4 pacient( %),

U refrakternich nemocnych s tézkym nefrotickym syndromem, u nichz
jsme vyc€erpali dostupné léCebné moznosti, je nékdy nutné z duvodu
zabranéni fatalnim komplikacim provést nefrektomii. Tim se snizi ztraty
bilkovin do moci a pacienta Ize vyvést z téZzkého katabolizmu. Lze
uskutecCnit jednak "medikamentozni nefrektomii® za pouziti latek

snizujicich glomerularni filtraci - nejCastéji nesteroidnich antiflogistik
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(NSAID) nebo vysSich davek cyklosporinu A; dal$i moznosti je pak
embolizace renalni arterie nebo pfimo oteviena nefrektomie.
Transplantace ledviny se bézné neprovadi, nebot' je spojena s velkym

rizikem rekurence onemocnéni (30-50%).

SAA (sérovy amyloid A)

SAA je fibrilarnim cirkulujicim prekurzorem amyloidovych depozit
u AA amyloidézy (obr.10). Jedna se o latku velmi podobnou
C-reaktivnimu proteinu (CRP), ktera spolu s nim patfi do rodiny proteinu
akutni faze. Obsahuje 104 aminokyseliny. Chronicky zanétlivy proces
vede prostfednictvim stimulace monocyto-makrofagového systému
k zvySeni sekrece interleukinu -18 (IL-13), TNF-a a IL-6. Jatra na tento
podnét reaguji zvySenim sekrece proteini akutni faze, tzn. i SAA
(obr.11).

SAA je v krvi transportovan ve vazbé na HDL lipoprotein. HDL je
smérovan do oblasti zanétu, kde se z poSkozenych bunék uvolnuje velké
mnozstvi cholesterolu. Ve tkanich pak je SAA vychytavan z cirkulace
a plsobenim leukocytarnich proteaz (predev$im cathepsinu B) "
a za pomoci glykosaminoglykanu se prfeménuje na amyloid A (ma jiz
jen 76 aminokyselin). Pokud bychom cathepsin zablokovali nékterym
z inhibitor( proteolyzy (napf. pepstatinem), dojde k rychlému vzniku
amyloidovych depozit, coz se vyuziva u experimentalnich modell
AA amyloidézy “®). V experimentalnich pracich se ukazalo, Ze tento
proces se déje prevazné intracelularné v aktivovanych monocytech
a za vyznamného pfispéni IL-1B a interferonu v - IFN-y ?°). V této praci
byly CD14+ bunky (periferni monocyty) kultivovany s SAA a nasledné
byla stanovovana aktivita rezidualniho SAA pomoci anti-SAA protilatky.
Ukazalo se, ze za bazalnich podminek je intracelularni koncentrace SAA
nulova. Pokud se ale CD14+ buriky pfed kultivaci s SAA vystavily ucinku
IL-18 a/nebo IFN-y, byla nasledné v kultufe monocytu detekovatelna

pomérné vysoka koncentrace SAA. Ztoho vyplyva, ze pod vlivem
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pusobeni nékterych prozanétlivych cytokinl nedochazi ke kompletni
degradaci SAA v monocytech a to vede k jeho kumulaci v téchto
bunkach a nasledné ve tkanich, které infiltruji. Jiné prace prokazaly,
Ze navazani heparan-sulfatu na SAA vedouci ke zméné terciarni
struktury na formaci [-sklddaného listu, je kritickym krokem

k amyloidogenezi 9.

Nasledné konformacni zmény vyvolané
navazanim heparan-sulfatu na SAA muzou snizovat jeho vnimavost
vii&i proteolyze. Heparan-sulfat navic vaze i cathepsin B ", diisledkem
¢ehoz je sniZzeni jeho proteolytické aktivity a tedy dalSi inhibice

kompletni proteolyzy SAA.

Obr.10. Struktura SAA (www.molecularstructure.org)

Zanét 2

cytolkiny
(IL-1, IL-&,
TINF o)

m akrofagy
inhibice proteolyzy
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AEF/nidus

hep ar an-sulfat

chybna konformace SAA

Eomp onenty: / i

HSPG, laminin, amyloid AA

Lkolagen IV, SAP, apoE

Obr.11. Patogeneze tvorby amyloidu AA (upraveno dle RySavé)
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Chemokiny

Chemokiny jsou nizkomolekularni heparin vazajici molekuly
secernované jednak bunkami imunitniho systému, jednak i dalSimi
bunikami rlznych tkani. Jsou to polypeptidy o molekulové hmotnosti 8 az
15 kDa, které jsou tvofené 70—400 aminokyselinami a maji schopnost
chemotakticky pusobit na buriky imunitniho systému. Dnes je znamo
vice nez 50 chemokind, které se déli do 4 skupin podle poétu a pozice
cysteinovych zbytk( na NHy-terminalnim konci polypeptidu (obr.12). Tyto
Ctyfi skupiny chemokinu se odliduji jak strukturng, tak i funk&né. Kazda
skupina ma schopnost chemotaxe jinych typu leukocytt: CC chemokiny
jsou chemotaktické pfedevS§im pro monocyto-makrofagy a lymfocyty,
zatimco CXC chemokiny jsou chemotaktické hlavné pro neutrofily.

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

Chemokiny se ucastni patogeneze mnoha autoimunitnich zanétlivych
onemocnéni. MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1, obr.13)
a MIP-1a (macrophage inflammatory protein 1a, obr.14) byly nalezeny

v synovidlni tekutiné pacient s revmatoidni artritdou ¥,

v mozkomidnim moku nemocnych trpicich roztrousenou sklerézou ©4
nebo vlavazni tekutiné zdychacich cest u pacientl s aktivnim
bronchialnim astmatem®. V pfipadé MCP-1 byl prokazan vyskyt
vyznamné vySSich koncentraci jak v séru, tak i v synovialni tekutiné
nemocnych s RA ve srovnani s jinymi druhy artritidy®®, naproti tomu
MIP-1a byl u téchto nemocnych nalezen ve zvySené koncentraci pouze
v synovialni tekuting, nikoli v séru®®, nicméné téz jen v pripadé
revmatoidni (a ne jiné) artritidy. V patogenezi mnoha infekénich

onemocnéni se tyto chemokiny uplatfiuji nejen jako chemoatraktanty
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bunék imunitniho systému, ale ijako koreceptory pro vstup vird
do bunék.

C C —
m—C C m—CXC
C chemokiny CC chemokiny CXC chemokiny
([} chemokiny) (o chemokdngy)
PRI o, —I
fetézec /////
disulfidawy — mucin-like
IrrSWLEJSIteiW T CX : doména \
CX3C chemoklny

Obr.12. Struktura chemokint (upraveno dle Kohidaie)

- ’
Obr.13. Struktura MCP-1 Obr.14. Struktura MIP-1a
(www.molecularstructure.org) (www.molecularstructure.org)
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HYPOTEZY A CILE PRACE

SAA polymorfismy

SAA je kodovan 4 geny, které vSechny jsou lokalizovany
na kratkém raménku 11. chromozému (p15.1). Cirkulujici protein akutni
faze A-SAA je z 90% produktem genu SAA1 a SAA2. SAA3 je
pseudogen bez proteinového produktu. Produktem SAA4 genu je
tzv. konstitutivni SAA (C-SAA), ktery je minimalné ovlivnitelny
cytokinovou stimulaci a prakticky se neugastni amyloidogeneze ©7).
Nékteré studie jiz poukazaly na dulezity vliv polymorfismd v exonu 3
genu pro SAA1 (obr.15) na prfitomnost AA vrlznych populacich
nemocnych. Jedna se o dva single-nucleotide polymorfismy (v délce
restrikCnich  fragmenti) C2995T a C3010T, jejichz moznymi
kombinacemi jsou dany tfi haplotypy: 1.1 (2995T-3010C), 1.2 (2995C-
3010T) a 1.3 (2995C-3010C) ©¥, a tedy 6 moznych genotypti (obr.16,
17). Pfitomnost haplotypu 1.1 byla vyrazné Castéji zastizena
v kavkazské populaci (90%) nemocnych s AA a jevi se jako rizikovy
faktor pro rozvoj AA amyloidézy ©%40 u Japoncu byla &astéjsi
pfitomnost haplotypu 1.3 a pozitivita 1.1 byla spojena s protektivnhim
vlivem na vznik AA amyloidézy “. Adekvatni vysvétleni pro tyto nalezy
dosud neni. Nemocni s nejvy§Simi hladinami SAA v plasmé byli nositeli
haplotypu 1.5, pravdépodobné v disledku zpomalené degradace tohoto

genového produktu 243,
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¢ TGG GCT GCA GAA G
GT OTGG GOT GCA GAA GO
Va2 AlaET

GCCTGGEGCT GCAGAA GIT G
AlaS2 ValeT

GCCTGE GCT GCA GAA GOG
AlaSZ AlET

Obr.15. Schéma struktury ¢asti genu pro SAA1 a lokace SNP
(Upraveno dle J.Arijo)

Upstream primer —— «—— Downstream primer
2690b 176 b
SAATL Y I
Ban 1
250 pb 176 pb
SAALZ |
(1.5) T A A A '
' Banl Bell Ban 1
SAA13 269pb 176pb.
Y
Ban I Bar 1

Obr.16. Schéma oblasti genu pro SAA1 pro PCR a mista pro restrikci
(Upraveno dle T.Yamada)
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Obr.17. 6 moznych genotypi SAA1 — schéma elektroforetického nalezu
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MCP-1 a MIP-1a polymorfismy

Gen pro MCP-1 je lokalizovan na dlouhém raménku chromozému
17 (911.2-912). Jiz v roce 1999 byl publikovan vliv SN (single nucleotide)
polymorfismu MCP-1 (-2518 A na G) na transkripCni aktivitu regulacniho
iseku genu a naslednou produkci MCP-1 “%. Jedna se o polymorfismus
délky restrikénich fragmentl, kdy za pfitomnosti adenosinu v pozici
-2518 nedochazi ke Stépeni za pouziti restriktazy Pvu |,
ale v pfitomnosti guaninu ano.

Gen pro MIP-1a se nachazi také na chromozému 17 (q12).
Uvnitf  promotoru tohoto genu byla nalezena dinukleotidova
mikrosatelitni repetice zaéinajici na pozici -906 “°, jejiz poloha z ni &ini
dobry marker pro asociacni a vazebné studie u zanétlivych onemocnéni.
Jedna se o dvé alely, z nichZ delSi obsahuje o dva pary bazi v repetici
vice.

Polymorfismy gent pro MCP-1 i MIP-1a byly vySetfovany u fady
imunopatologickych stavi — revmatoidni artritida (RA), systémovy lupus
erytematodes (SLE), sarkoidéza. Ve vétSiné pfipadl nebyla nalezena
pfima asociace mezi pfitomnosti daného genotypu a rozvojem
onemocnéni, ale bylo mozné najit vztah mezi napf. aktivitou
onemocnéni Ci urcitymi fenotypickymi rysy a danym genotypem.
Pfikladem muze byt pfitomnost A/G ¢i G/G na pozici -2518 u MCP-1
asociovana s pritomnosti kozni vaskulitidy u nemocnych se SLE “9.
Jina prace ale doklada vliv pfitomnosti alely G na riziko rozvoje SLE
v kavkazské populaci, ale nikoli afroamerické, i kdyz pravé
u afroamerickych nemocnych byly nalezeny vyznamné vysSi hladiny
MCP-1“". U nemocnych s Crohnovou chorobou je naopak pfitomnost
G/A ¢ G/G genotypu spojena svyznamné nizSim vyskytem

Vv,

U RA byl G/G genotyp vyznamné castéji nalezen u seronegativnich

nemocnych v porovnani se seropozitivnimi &i zdravymi kontrolami “9.

G/G genotyp byl identifikovan jako vyznamny rizikovy faktor pro vznik

syndromu karpalniho tunelu u dialyzovanych nemocnych 9
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¢i udrzovani aktivity plicniho postizeni (posuzovano dle diferencialniho
rozpodtu element( z BAL) u nemocnych se sarkoidézou ©".

A/A genotyp byl naopak asociovan se zvySenim plasmatickych
i mogovych hladin MCP-1 u nemocnych se SLE ©?.

Dle dostupné literatury nejsou k dispozici informace tykajici se vyskytu
danych MCP-1 genotypl u nemocnych s AA amyloidézou (kromé vySe
zminéné studie u dialyzovanych nemocnych). Hodné& se naopak
vySetfuje souvislost s Alzheimerovou nemoci. Pokud by se napf. potvrdil
prfedpoklad, Zze G/G genotyp by byl spojen s CasnéjSim vyskytem
terapeutické konsekvence (agresivnéjsi léCba i u laboratorné
,mirngjSich® forem RA). NiZe jsou uvedené elektroforetické obrazy

moznych genotypl danych polymorfismu (obr. 18, 19).

Obr.18. 3 mozné genotypy MCP-1 — elektroforeticky nalez

- L €33bp(TAN
—— S eI (TAYM

Obr.19. 3 mozné genotypy MIP-1a — elektroforeticky nalez
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Cile prace

Cile této prace vychazeji z uvedenych hypotéz a jsou nasledujici:

1. urcit incidenci nize uvedenych polymorfismu, resp. incidenci haplotypu
a genotypu ve vySetfovanych genech u nemocnych s AA amyloidézou,
v kontrolni skupiné nemocnych s RA a ve skupiné zdravych kontrol.
VysSetfované polymorfismy jsou nasledujici: v genu pro SAA 1 v exonu 3
dva single-nucleotide polymorfismy (v délce restrikénich fragmentu)
C2995T a C3010T, v regulaénim useku genu MCP-1 single nucleotide
polymorfismus A-2518G a dinukleotidova mikrosatelitni repetice

zacinajici na pozici -906 uvnitf promotoru genu pro MIP-1a.

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

a u zdravych kontrol

3. prozkoumat zavislost vySe sérové koncentrace jednotlivych pusobki
na pritomnosti urcitétho genotypu ¢&i polymorfismu ve vSech

vySetfovanych skupinach

4. prozkoumat mozné asociace mezi pritomnosti AA amyloidozy
a druhem pfitomného polymorfismu jednotlivych genl ve skupiné

nemocnych s AA amyloidozou

5. identifikovat ve skupiné nemocnych s AA amyloidézou pfipadnou
zavislost mezi jednotlivymi genotypy (a produkty jednotlivych gen()
a nékterymi dalSimi laboratornimi parametry (sérovy kreatinin, CRP,
proteinurie), které vypovidaji o rozsahu postizeni organu a o aktivité

AA amyloiddzy
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SOUBOR VYSETROVANYCH A METODIKA

Soubor vysetiovanych

Za ucelem zjisténi polymorfismi zminovanych gent a stanoveni
sérovych hladin pfislusnych proteinovych produktl byly shromazdény
vzorky krve a sér pacientd s AA amyloidézou, pacientll s RA a zdravych
kontrol.

Soubor pacientd s AA amyloidézou byl tvofen 43 pacienty (21 muzl, 22
Zzen) s histologicky ovéfenou diagnézou (pfevazné zrenalni biopsie,
méné Casto z rektalni biopsie). Primérny vék ve skupiné byl 55,4 let (20-
82 let). Prumérna doba trvani primarniho onemocnéni (pocitano
u nemocnych, u kterych bylo primarni onemocnéni znamé vcetné
pfiblizné délky jeho trvani) byla 19,6 let (£9,9 let). V dobé diagndzy
nemélo zadnou I|éCbu zakladniho onemocnéni 25% pacientu.
Dle ovéfenych informaci zemrfelo 18,6% pacientd, v priméru po 15
mésicich (4-47 mésicl) od stanoveni diagnézy AA amyloidézy. Dalsi
charakteristiky skupiny pacientdl s AA amyloidézou viz tab.1, 2.

Skupina pacientll s RA byla tvofena 50 pacienty (13 muzl, 37 Zzen)
s pramérnym vékem 60,6 let (34-86 let). Specifickou 1éEbu RA mélo 74%
pacientd.

Kontrolni skupina byla tvofena 100 zdravymi dobrovolniky (bez
chronickych zanétlivych onemocnéni), primérného véku 48,3 let (27-83

let), z toho zen bylo 56.
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Metodika

Vzorky krve byly odebirany za bazalnich podminek, t.j. rano
nalacno. DNA byla izolovana na izolacni lince QlAcube firmy QIAGEN
a nasledné skladovana pfi +4°C. Séra byla skladovana pfi -80°C.
VysSetfeni polymorfism( probihalo nasledovné: zkoumana &ast viakna
DNA byla namnozena za pouziti polymerazovée fetézové reakce
(polymerase chain reaction - PCR). Roztok pro jednotlivé reakce
obsahoval: 38 ul vody (aqua pro injectione), 5 pl pufru (Tris-HCI
s obsahem siranu amonného), 3-4 ul roztoku chloridu hofe¢natého, 1 ul
roztoku obsahujiciho jednotlivé nukleotidy. Roztok obsahujici
oligonukleotidové primery se pfidaval v mnozstvi 0,5 ul, vzorek
zkoumané DNA v mnozstvi 1 pl a polymeraza v mnozstvi 1,2 pl. Byly
pouzity nasledujici primery od firmy Generi Biotech: *465A8 SAA1R 20-
mer 5°-TGC CCA AAG AAT CTC TGG AT-3", *465A7 SAA1F 20-mer 5°-
ATG ATG CTG CCA AAA GGG GA-3’, *449S1 MCP1R 20-mer 5°-CTG
CTT TGC TTG TGC CTC TT-3", *449S0 MCP1F 20-mer 5-CCG AGA
TGT TCC CAG CAC AG-3’, *449S3 MIP1AR 27-mer 5°-TCA GTG GTT
AAA AAA AGC AAG ATA CGA-3’, *449S2 MIP1AF 26-mer 5°-TGT ATT
TTT TTC CAT GCT TAG GGT TG-3'". Pro pouziti byly primery nafedéné
na koncentraci 100 pmol/ pl dle pokynu dodavatele. Jako polymeraza
byla pouZzita rekombinantni Tag DNA polymeraza dodavana firmou
Fermentas (koncentrace 1u/ul, zdroj bunky Escherichia colli nesouci
klonovany pol gen z Thermus aquaticus, #EP0404). Tato polymeraza je
vysoce termostabilni, polo€as enzymu je vice nez 40 minut pfi teploté
95°C. Katalyzuje syntézu DNA 5—3°. Jedna se o obecné nejvice
pouzivanou polymerazu pro PCR. Prabéh reakce byl nasledujici: uvodni
denaturace 5 minut pfi teploté 95°C, poté 30-sekundoveé cykly
denaturace (95°C), anelace — nasedani primerl na viakna DNA
(48-60°C) a elongace — prodluzovani primert (72°C), které se opakovaly
35 — 45-x, s naslednou 5-minutovou zavérecnou elongaci.

V pfipadé genu pro SAA1 a MCP-1 se jednalo o polymorfismy v délce
restrikCnich fragmentd (restriction fragments length polymorphisms -
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RFLP). Pouzité byly restriktazy firmy Fermentas: Bcll (koncentrace
10u/ul, zdroj Bacillus caldolyticus, #ERO0721) a BshNI (koncentrace
10u/ul, zdroj Bacillus sphaericus, #ER1001) pro SAA1 a Pwull
(koncentrace 10u/ul, zdroj Proteus vulgaris, #ER0631) pro MCP-1.
Namnozena vlakna DNA byla inkubovana s pfislusnymi restriktazami
pfi teploté 37°C po dobu 16 hodin. Nasledna vizualizace spocCivala
v obarveni PCR-produktu za pouZiti barviva s pfidavkem ethidium
bromidu (5 pl roztoku namnozené DNA a 3 ul barvy), naneseni na 2%-ni
agardzu a provedeni elektroforézy (30 minut). V pfipadé polymorfismu
genu MIP-1a (rozdil v po¢tu mikrosatelitnich repetic) byly namnozené
useky DNA obarvené a pfimo vizualizované vertikalni elektroforézou
na 6% polyakrylamidovém gelu ( 4-6 hodin).

Sérové koncentrace SAA, MCP-1 a MIP-1a byly stanoveny metodou
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) za pouziti kitl
dodavanych firmou Biosource Int. Vzorky byly stanovovany v doubletech

podle postupll doporu¢enych dodavatelem.

Statistické zpracovani

Vysledky jsou uvadény v procentech — v pfipadé zastoupeni
jednotlivych genotypll, resp. jako median, minimum a maximum
v pfipadé sérovych hladin. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci
Kruskal-Wallisova testu a )(2 testu. K  posouzeni vztah(
mezi jednotlivymi parametry byl stanovovan korelaéni koeficient
dle Spearmana. Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné,

pokud p<0,05.
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VYSLEDKY

U skupiny nemocnych s AA amyloidézou bylo nalezeno
signifikantné vysSi zastoupeni genotypu 1.1/1.1 pro SAA 1 ve srovnani
se skupinou nemocnych s RA i se skupinou zdravych kontrol (p<0,001).
Statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni dalSich genotypl nalezeny
nebyly. Stejné tak se neliSilo zastoupeni genotypu 1.1/1.1 (ani ostatnich)
mezi nemocnymi s RA a kontrolni skupinou (tab. 3, 4).

U dalSich zkoumanych genotypu (MCP-1, MIP-1a) nebyl v jejich
zastoupeni nalezen vyznamny rozdil napfi¢ véemi skupinami. Podrobné
jsou tyto vysledky zobrazeny v tabulkach 5, 6.

Hodnoty sérovych koncentraci SAA, MCP-1 a MIP-1a (pramér, median,
maximum, minimum) ve vS8ech skupinach jsou pfehledné uvedeny
v tabulkach 7, 8, 9.

Sérové koncentrace SAA byly statisticky vyznamné vysSi jednak
ve skupiné nemocnych s AA amyloidézou, jednak i ve skupiné
nemocnych s RA ve srovnani se zdravymi kontrolami (p<0,001).
Mezi skupinami AA a RA nebyl nalezen vyznamny rozdil (tab.10).
Ve skupiné nemocnych s AA amyloidézou bylo dale zjisténo, Ze pacienti
s genotypem ,non1.1“ (1.2/1.2, 1.3/1.3) maji ve srovnani s pacienty
s genotypem 1.1/1.1 signifikantné vySsi hladiny SAA (p<0,05, tab.11) —
nicméné toto zjisténi je tfeba hodnotit s velkou opatrnosti
vzhledem k dosti malému poctu nemocnych s pfisluSnymi genotypy
v naSem souboru (byli pouze ffi).

Dale se vyznamné (p<0,05) liSila sérova koncentrace MCP-1 ve skupiné
nemocnych s AA amyloidézou (byla vyssi) proti skupiné s RA (tab.12).

V pfipadé sérové koncentrace MIP-1a byly rozdily nepfilis daleko
od hodnoty statistické vyznamnosti (p=0,1), nicméné pfi pohledu
na hodnoty sérovych koncentraci MIP-1a uvedenych v tab.9 je patrné,
Ze je vyznamny rozdil mezi skupinami nemocnych (kde jsou hladiny
vy8si) a zdravymi kontrolami. To, ze tento rozdil neni statisticky
vyznamny, je dano nejspiSe velkym rozptylem namérenych hodnot
v pomérné malém souboru nemocnych (tab. 13). Ve skupiné

29



nemocnych s AA amyloidézou byly dale zkoumany i vztahy mezi
zastoupenim jednotlivych genotypld vSech vySetfovanych genu
a hodnotami sérovych koncentraci kreatininu, C-reaktivniho proteinu
a téz vysi proteinurie, ale nebyla mezi nimi nalezena Zadna statisticky

signifikantni zavislost (vysledky nejsou uvadény).

DISKUSE

PFfi stanovovani polymorfismd SAA1 bylo v nasem souboru
nemocnych s AA amyloidézou prokazano podstatné vétsi zastoupeni
homozygott 1.1/1.1. Toto zjisténi potvrzuje nalezy z jinych publikaci,
které byly vysledkem vySetfovani provedenych v kavkazské populaci
nemocnych s AA amyloidézou (Booth et al. 1998, Yamada 2003) ©949,
Naopak v japonské populaci pacientll je zastoupeni alely 1.1 vyrazné
niz§i a ma naopak spiSe protektivni vliv na rozvoj AA amyloidozy
(Moriguchi et al. 1999, Yamada et al. 1999) “'4?) Pfitomnost alely 1.3
u japonské populace nemocnych s RA byla vyhodnocena jako rizikovy
faktor pro rozvoj AA amyloidozy (Baba 1995, Nakamura 2003) ¢34,
Dle jiné japonské studie (Nakamura 2005)°° je navic tato alela,
a obzvlasté pak homozygocie 1.3/1.3, univariantnim prediktorem
prezivani. Zatim nebylo podano jednoznac¢né vysvétleni téchto
demografickych rozdilu.

V nasi praci nebylo mozné spolehlivé zhodnotit, zda je rozdil v pfezivani
nemocnych v zavislosti na pfitomnosti alely SAA 1.1 resp. 1.3 s ohledem
na velmi malé zastoupeni genotypu ,non 1.1%. Nicméné by bylo jisté
velmi zajimavé provést toto pozorovani na vétsi skupiné nemocnych
s AA amyloidézou (coz by v naSich podminkach vyzadovalo nejspiSe
shromazdéni udaji o pacientech z celé CR a pfipadné ze zahrani&i).
Nase vysledky nicméné potvrzuji, Ze v kavkazské populaci je vyskyt
genotypu 1.1/1.1 u pacientd s AA amyloidézou vyznamné vysSi nejen

proti zdravé populaci, ale i ve srovnani s nemocnymi s RA (jakoZzZto
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nejCastéjSim zakladnim onemocnénim predisponujicim ke vzniku
AA amyloiddzy). Lze tedy predpokladat, ze tento genotyp by mohl byt
rizikovym faktorem pro rozvoj AA amyloidozy minimalné u ceské,
ale pravdépodobné i v ramci kavkazské populace. Nase prace je prvni,
ktera sledovala vyskyt tohoto rizikového genotypu i u nemocnych s RA.
Doposud se studie na kavkazské populaci zabyvaly pouze
konstatovanim, Ze genotyp 1.1/1.1 je CcastéjSi u nemocnych
s AA amyloidézou a zmapovani frekvence vyskytu tohoto genotypu
u pacientd s RA chybélo. S ohledem na vySe zminénou hypotézu
o potencialni rizikovosti genotypu 1.1/1.1 by si tato zasluhovala dalSi
vyzkum s vét8im souborem pacientd a rozSifenim vySetfeni i na dalsi
rizikové skupiny nemocnych (napf. nemocné s nespecifickymi stfevnimi
zanéty Ci chronickym infekénim fokusem). Vliv genotypu by mohl hrat
zasadni roli pfi vzniku AA amyloidézy uz i proto, Zze nebyl asociovan
v vySSimi plasmatickymi hladinami SAA (spiSe naopak). Onemocnéni
u téchto jedincu tedy vzniklo, i kdyz nebyli vystaveni vy$Sim hladinam
prekurzoru v porovnani s ostatnimi genotypy.

Sérové koncentrace SAA byly statisticky vyznamné vysSi
jak ve skupiné nemocnych s AA amyloid6zou, tak i ve skupiné pacientu
s RA v porovnani se zdravou populaci. Toto zjisténi koreluje se znamou
patofyziologickou podstatou AA amyloidézy i RA, a neni tedy nijak
prekvapivé. V souladu s literarnimi daty je i nami zjiSténa vySe sérové
koncentrace SAA v pfipadé pfitomnosti haplotypu 1.2 (1.5),
kdy u jediného nemocného v naSem souboru byla tato hodnota druha
nejvyssi, prestoZze se jednalo o pacienta, u kterého nebylo nalezeno
zadné vyvolavajici onemocnéni pfes extenzivni vySetfovani. Prace
van der Hilsta uvefejnéna v roce 2008 prezentuje vysledky potvrzujici
zhorSenou degradaci SAA matrix-metaloproteindzou 1 u nemocnych
s haplotypem 1.2 (1.5), &imz vysvétluje i vy$$i sérové hladiny SAA®®),

V pfipadé genotypli MCP-1 a MIP-1a nebyl mezi nami
zkoumanymi skupinami nalezen statisticky vyznamny rozdil v jejich
zastoupeni. Tento nalez koresponduje s dostupnymi literarnimi tudaji “”,
kde bylo popisovano srovnatelné zastoupeni alel mezi nemocnymi s RA

a zdravymi kontrolami u MCP-1 polymorfismu -2518 A to G. Dle naSich
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védomosti dosud tyto polymorfismy (jak v genu pro MCP-1, tak i v genu
pro MIP-1a) u nemocnych s AA amyloidézou vySetfovany nebyly.
Tim spiSe zasluhuje pozornost nalez nami zjisSténych statisticky
vyznamné vysSich sérovych koncentraci MCP-1 u nemocnych
s AA amyloidézou proti nemocnym s RA. Taktéz dle naSich vysledku
byly vysSi hladiny MIP-1a u nemocnych s AA amyloid6zou, ale i RA
ve srovnani se zdravymi kontrolami, ovSem pouze statisticky
nevyznamné (p=0,1). V literatufe se uvadi vyskyt vyssi hladiny MCP-1
u nemocnych s RA ve srovnani s jinymi druhy artritid ®®. Téz se uvadi
vyskyt vysSich hladin MIP-1a u nemocnych s RA proti jinym druhim

%) S ohledem na rozmanité

artritidy, ale pouze v synovialni tekutiné (
funkce chemokinl v patogenezi rlznych zanétlivych onemocnéni Ize
pomyslet i na mozny vliv na rozvoj a pribéh AA amyloidézy. Nalez
presvédCivé vysokych hladin MCP-1 u nemocnych s AA amyloid6zou je
o to vice zajimavy, ze je znamy fakt, ze pfi formovani depozit amyloidu
hraji dominantni roli makrofagy, uvnitf kterych dochazi k degradaci
prekurzortl na fibrily, a zde bychom tedy predpokladali spiSe zvySeni
koncentrace MIP-1a. Role monocytl pfi formovani amyloidovych depozit
neni popsana zcela jednoznacné, i kdyz jsou experimentalni prace, které
dokladaji zhorSenou degradaci SAA v monocytech vlivem nékterych
prozanétlivych cytokind in vitro ¥ a Ize predpokladat jejich potencialni
podil na rozvoji AA amyloidozy. Bylo by zajimavé ovéfit si toto zjisténi
na vétSim souboru nemocnych a také prozkoumat, zda zvySeni MCP-1
v séru je doprovazeno i vy$si koncentraci monocytl v séru a pfipadné
zvySenym monocytarnim infiltratem v postizené tkani ledviny.

Pro ovéfeni této hypotézy by vSak bylo nutné provést dalSi vyzkum
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ZAVERY

1.

Dle naSich predpokladi byla v nasem souboru vySetfovanych
nalezena vyznamna pfevaha homozygotud 1.1/1.1 v polymorfismu
vexonu 3 genu pro SAA1 mezi nemocnymi s AA amyloidozou.
Rozdil byl statisticky vyznamny nejen ve srovnani se zdravymi
kontrolami, ale i ve srovnani se skupinou RA. Na zakladé téchto
nalezu se lze domnivat, Ze v pfipadé polymorfism0 v exonu 3 genu
pro SAA 1 C2995T a C3010T je homozygocie pro haplotyp 1.1

rizikovym faktorem pro rozvoj AA amyloiddzy v kavkazské populaci.

. Seéroveé koncentrace SAA byly dle oCekavani zvySené jak ve skupiné

nemocnych s AA amyloidézou, tak ve skupiné nemocnych s RA.
Nase vysledky koresponduji i s literarnimi udaji o zavislosti vyse
sérové koncentrace SAA na druhu haplotypu (u vySe zminéného
genotypu ,non1.1“ genu pro SAA 1 jsme nalezli zvySené hladiny
SAA). Tyto rozdily v plasmatickych koncentracich nicméné byly
statisticky nevyznamné s ohledem na velmi nizky vyskyt tohoto

genotypu v souboru a tim na maly pocet vySetfenych nemocnych.

Zastoupeni jednotlivych alel nami zkoumanych polymorfisma
vgenech pro MCP-1 a MIP-1a se neli§i u pacientt s RA

nebo AA amyloidézou od zdravé populace.

. VnaSem souboru vySetfovanych nemocnych byly nalezeny

signifikantné vySSi sérové koncentrace MCP-1 ve skupiné
s AA amyloidézou proti skupiné s RA. Tento nalez nekoreluje
s zadnym z dalSich vySetfovanych parametrli a také na toto téma

neexistuji Zadné dostupné literarni udaje. K jeho potvrzeni by bylo
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5.

potfeba dalSiho vyzkumu s vétSim poctem pacientll. Soucasné by
bylo zajimavé provést korelaci zvySené plasmatické koncentrace
MCP-1 na pocet monocyta v periferni krvi, coz bychom radi

do budoucna rovnéz zahrnuli do naseho dalSiho vyzkumu.

V nasi praci bychom radi pokraCovali a kromé prozkoumani vSech
nasich nalezi na vétSich skupinach nemocnych planujeme rozsifit
nase obzory o dalSi polymorfismy, napf. polymorfismus v promotoru
genu pro SAA 1 vpozici -13, ktery by mohl mit dle studie
Moriguchiho zroku 2001 jesté silngjSi vliv na rozvoj amyloidézy

nez polymorfismy v exonu 3.
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TABULKY

Tab. 1: Vyvolavajici onemocnéni u pacienti s AA amyloidézou

Vyvolavajici onemocnéni Pocet pacientu

Revmatoidni artritida 18

Chronické infekce

Ankylozujici spondylitida

Crohnova choroba

Juvenilni chronicka artritida

Psoriaticka artropatie

Bronchiektazie

Ulcerozujici kolitida

Sjoegrenlv syndrom

Behcetlv syndrom

Eozinofilni fasciitida

W = |2 Al Al Al bl NN W o

Nejasné

Tab.2: Laboratorni parametry u pacientt s AA amyloidézou (primértSD)

Koncentrace sérového kreatininu (umol/l) 230 (£ 170)
Koncentrace celkové bilkoviny v séru (g/l) 54.8 (£ 12.8)
Koncentrace albuminu v séru (g/l) 24.8 (£ 8.5)
Koncentrace sérového CRP (g/l) 47.6 (£12.5)
Hodnota glomerularni filtrace (ml/s) 0.7 (£ 0.51)
Hodnota proteinurie (g/24 hodin) 6.7 (£ 5.5)
Erytrocyturie pfitomna 41%
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Tab. 3: SAA 1 genotypy — zastoupeni v jednotlivych skupinach

SAA 1 genotypy

Skupiny 1TANA (14121113 [1.2112[1.211.3]1.311.3
AA amyloidoza (n=43) | 88.3% | 0.0% |4.7% |2.3% |0.0% |4.7%
RA (n=50) 42.0% | 34.0% |6.0% | 14.0% | 0.0% |4.0%
Kontroly (n=100) | 39.4% | 29.3% | 2.0% |13.1% |51% |11.1%

Tab. 4: SAA 1 genotypy — zastoupeni alely 1.1 a srovnani mezi jednotlivymi

skupinami
SAA 1 genotypy
Skupiny 1.1/1.1 1.1/* Ne 1.1
AA amyloidéza (n=43)| 88.4% 4.6% 7.0%
RA (n=50) 42.0% 40.0% 18.0%
Kontroly (n=100) 39.4% 31.3% 29.3%
MINIMUM ESTIMATED EXPECTED VALUE IS 9.18
STATISTIC VALUE D.F. PROB.
PEARSON CHISQUARE 34.003 4 0.0000

Tab. 5: MCP-1 genotypy — zastoupeni a srovnani mezi jednotlivymi

skupinami

MCP -1 genotypy
Skupiny A/A AIG G/IG
AA amyloidéza (n=43) | 57.5% 35.0% 7.5%
RA (n=50) 58.0% 38.0% 4.0%
Kontroly (n=100) 48.9% 40.2% 10.9%

MINIMUM ESTIMATED EXPECTED VALUE IS 3.30
VALUE D.F.

STATISTIC

PEARSON CHISQUARE 2.762

4
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Tab. 6: MIP-1a genotypy — zastoupeni a srovnani mezi jednotlivymi

skupinami

MIP -1a genotypy
Skupiny TA4/TA4 TA6/TA4 TA6/TAG
AA amyloidéza (n=43) | 4.7% 32.6% 62.7%
RA (n=50) 8.7% 41.3% 50.0%
Kontroly (n=100) 10.0% 41.0% 49.0%

MINIMUM ESTIMATED EXPECTED VALUE IS 3.64
VALUE D.F. PROB.
PEARSON CHISQUARE 2.797

STATISTIC

4 0.5924 - ns

Tab. 7: Sérové koncentrace SAA v jednotlivych skupinach

SAA (mg/mL)
Skupiny Primér Median Minimum | Maximum
AA amyloidéza (n=30) | 249.8 72.4 0.2 933.5
RA (n=50) 225.6 67.6 3.7 1055.9
Kontroly (n=30) 13.2 7.1 1.4 111.3

Tab. 8: Sérové koncentrace MCP-1 v jednotlivych skupinach

MCP-1 (pg/mL)

Skupiny Primér Median Minimum | Maximum
AA amyloidéza (n=30) | 393.2 398.5 87.5 756.0
RA (n=50) 271.0 240.5 0.0 797.9
Kontroly (n=30) 291.0 317.5 120.7 554.4

Tab. 9: Sérové koncentrace MIP-1a v jednotlivych skupinach

MIP-1a (pg/mL)

Skupiny Primér | Median Minimum | Maximum
AA amyloidéza (n=30) | 657.2 32.8 0.0 4121.0
RA (n=50) 447.0 18.0 0.0 4107.8
Kontroly (n=30) 11.0 7.2 0.0 52.4
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Tab. 10: Srovnani sérovych koncentraci SAA mezi jednotlivymi skupinami

COMPARISONS ZSTAT DIF SE

AAvs. RA 0.36 -2.57 7.22
AA vs. kontroly 4.50*** 37.44 8.33
RA vs. kontroly 5.13"* 40.01 7.80

KRUSKAL-WALLIS TEST STATISTIC = 29.44.
LEVEL OF SIGNIFICANCE = 0.0000, p<0.001***
USING CHI-SQUARE DISTRIBUTION WITH 2 DEGREES OF FREEDOM

Tab. 11: Sérové koncentrace SAA ve skupiné nemocnych s AA amyloidézou
v zavislosti na SAA 1 genotypu - srovnani

COMPARISONS | ZSTAT DIF SE
1.1/1.1vs. 1.1/ 0.26 -1.97 7.69
1.1/1.1 vs. non1.1 2.56* -16.30 6.37
1.1/* vs. non1.1 1.49 -14.33 9.62

KRUSKAL-WALLIS TEST STATISTIC = 6.55.
LEVEL OF SIGNIFICANCE = 0.0377, p<0.05*
USING CHI-SQUARE DISTRIBUTION WITH 2 DEGREES OF FREEDOM

Tab.12: Sérové koncentrace MCP-1 v jednotlivych skupinach — srovnani

COMPARISONS ZSTAT DIF SE

AAvs. RA 2.94* 21.26 7.23
AA vs. kontroly 1.99 16.35 8.23
RA vs. kontroly 0.66 -4.91 7.39

KRUSKAL-WALLIS TEST STATISTIC = 8.84.
LEVEL OF SIGNIFICANCE = 0.0120, p<0.05*
USING CHI-SQUARE DISTRIBUTION WITH 2 DEGREES OF FREEDOM

Tab.13: Sérové koncentrace MIP-1a v jednotlivych skupinach — srovnani

COMPARISONS ZSTAT DIF SE

AAvs. RA 0.08 0.57 717
AA vs. kontroly 1.79 14.48 8.10
RA vs. kontroly 1.92 13.91 7.25

KRUSKAL-WALLIS TEST STATISTIC = 4.40.

LEVEL OF SIGNIFICANCE =0.1108

USING CHI-SQUARE DISTRIBUTION WITH 2 DEGREES OF FREEDOM
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