Amyloidéza

Amyloidéza (amyloidni dystrofie) je oznaceni pro hlavni pfiznak skupiny onemocnéni podminénych depozici
amyloidu v radé orgadnd. Amyloid je nerozpustny degradacni produkt nékterych proteind, jeho nézev je odvozen od
toho, Ze se pfi barveni Lugolovym roztokem chovéa podobné jako skrob. Depozita amyloidu mohou poskodit funkci
organl natolik, Ze se klinicky manifestuje napfr. rendini selhdvani, malabsorp¢ni syndrom nebo demence.
Bezprostredni pricinou depozice mohou byt patologické podminky, obvykle chronické zanétlivé onemocnéni, ale
existuji i dédi¢né formy onemocnéni, pri kterych nékteré mutantni proteiny vykazuji vyssi nachylnost k depozici
amyloidu. Molekuldrnim podkladem vlastnosti amyloidu je precipitace fragmentd bohatych na sekundarni strukturu
B sheet (sklddany list) a jejich skladani do charakteristickych nevétvenych fibril.

Morfologie postizeni

Makroskopicky je amyloid obvykle Zlutavé Sedobily, poloprisvitny, konzistence je obvykle krfehké az drolivé, mize
byt ale i pomérné pruzny. Amyloidem infiltrované organy byvaiji tuzsi, nékdy pruznéjsi, na fezu jsou pak matné
lesklé zplsobem, ktery starym patologlm pripominal slaninu. V bézném barveni hematoxylinem a eosinem je
amyloid amorfni, barvi se rlizové ¢ervené. Pri zobrazeni elektronovym mikroskopem ma amyloid fibrilédrni strukturu,
je tvoren nevétvenymi fibrilami prdméru obvykle 8-10 nm (dle nékterych prament 6-12 nm), které vytvareji
pomérné hustou strukturu podobnou plsti.

Prukaz amyloidu

Makroreakce
Priikaz amyloidu v makroskopickém vzorku tkané.

= Virchow I - LugolQv roztok barvi tkdn mahagonové hnédé.
= Virchow II - po preneseni z Lugolova roztoku do kyseliny sirové se zbarvi modrozelené.

Mikroskopicky priikaz

= Reakce s Kongo cerveni (Benholdova r.) - oranzové Cervené zbarveni. Zajimavé je, ze barva sama o sobé
nema vyznam, protoZe je odvisld mj. od tloustky preparatu, vyznamna je pfitomnost dvojlomutPoz 11 3
dichroismufPozn- 2],

= Reakce s krystalvioleti (Cornilova-Weigertova r.) - ¢ervenofialové metachromatické barvenitPozn- 31

= Reakce s tioflavinem S nebo T - Zlutozelena fluorescence, citlivd, ale méné specifickd metoda.

= Imunochemicky prikaz stavebniho proteinu - Pouziti parafinovych blokl je méné vhodné, protoze fixace
snizuje citlivost, proto je vhodnéjsi pouziti zmrazenych preparatQ (kryostatické rezy). Metoda je vhodna pro
diagnostiku amyloid6zy na podkladé SAA a B2 mikroglobulinu, v pripadé amyloidu na podkladé A rfetézcd
imunoglobulind je méné citliva.

Postizeni jednotlivych organu

V nadledviné se amyloid uklddd mezi sinusoidni kapilary a trdmce spongiocytl, nejvice v zona fasciculata, vede k
atrofii bunék. Ve sleziné mze byt amyloid vazan predevsim na folikuly, pak vytvari obraz sdgové sleziny, mize
byt vazan i na ¢ervenou pulpu, obraz $unkové sleziny. V ledvindch se amyloid ukldda nejprve do kli¢ek glomeruld,
pri pokracovani onemocnéni se uklada i do intersticia. Klinicky vede postizeni ledvin k renalnimu selhdvani. V
jatrech se amyloid ukldda do Disseho prostord. Ve strevé se amyloid ukldda v bazalni membrané strevniho epitelu.
Porucha funkce stfeva mlze vést k malabsorb¢nimu syndromu.

Patogeneze

Amyloid je tvoren fibrilami tvorenymi predevsim vychozim proteinem. Bylo popsano nékolik desitek proteind, které
mohou dat vznik amyloidu. Vznik fibril je spontdnni proces fizeny fyzikalné chemickymi vlastnostmi prekurzorového
proteinu. Vznik fibril je podobny krystalizaci, fibrily nejlépe vznikaji na podkladé existujicich jader, tedy shlukd
patologickych prekurzorovych protein. Na dynamiku procesu vzniku amyloidu ma vliv koncentrace jader, na
kterych mize dochéazet k rychlejsimu vzniku amyloidovych fibril. Z hlediska dynamiky procesu lze rozlisit tfi faze
tvorby amyloidu:

1. nukleace (lag faze) - pomaléd oligomerace protein(, resp. fragmentl proteind, s patologickou konformaci;
2. elongace - dostate¢na koncentrace kondenzacnich jader vede k tomu, Ze do vznikajicich amyloidovych
fibril mohou byt nékdy vestavény i proteiny s normalni konformaci, fibrily rychle nardstaji;

3. steady-state - v ustdleném stavu nedochazi k dalsimu rdstu fibril.

| kdyz bylo popséno nejméné 27 rliznych prekurzorovych proteinl uplatrujicich se v lidské patologii, vzhled i vznik
fibril je pomérné uniformni. Fibrily tvori protofilamenta o priméru 25 nm z proteinovych zbytkd bohatych na
strukturu B-list. Protofibrily maji prdmér 25 nm a mohou se kolem sebe stacet nebo adherovat k sobé laterainé. v
zasadé Ize rozlisit pét moznych mechanismd, které mohou vést ke vzniku amyloidu:
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1. Propagace konformacnich zmén -

Patologicky konformovany protein indukuje SYSTEMIC AMYLOIDOSIS

zménu konformace i u normalné

konformovaného proteinu. Tento mechanismus AMYLOID

se uplatiuje predevsim u prionovych DEPOSITS e T
onemocnéni.

2. Selhani proteolytického procesu -
Proteolyticky proces chybné konformovaného
proteinu mdze probé&hnout nestandardné a
zbyde Spatné degradovatelny proteinovy
zbytek. Tento mechanismus se uplatfiuje napfr.
v patogenezi Alzheimerovy choroby.

3. Mutace genu pro prekurzorovy protein
- V nékterych pripadech je patologickd
konformace zplsobena zarode¢nou mutaci v
genu. Jde o pfipad dédi¢nych amyloiddz. Video v angli¢ting, definice, patogeneze, pfiznaky, komplikace, lé¢ba.
4. Nadprodukce - PriliSna produkce

fyziologického proteinu mUze sama o sobé

zvysit riziko vzniku kondenzacnich jader amyloidovych fibril. Podili se na patogenezi zejm. lokalizovanych
amyloidéz.

5. Porucha kontroly kvality sestaveného proteinu.

Amyloidové fibrily

Proces vzniku amyloidovych fibril je stdle malo prostudovany, protoze detailni analyza struktury amyloidu je totiz
velmi obtiZzna. Ukazuje se, Ze fada proteinl za specifickych podminek in vitro m@ze zaujmout nefyziologickou
konformaci (misfolding), ktera vede k agregaci; jen nékolik malo protein( v$ak zaujme takovou konformaci i za
podminek /n vivo.

Proteiny, které mohou dat vzniknout amyloidu, jsou heterogenni skupinou proteinl réiznych funkci i struktur.
Obvyklym rysem téchto proteinl je vysoky podil sekundarnich struktur B-list, a-helix a B-helix, i kdyz v amyloidu
jsou prokazatelné jen B struktury. B€hem vzniku amyloidu dochdzi k fragmentaci plvodniho proteinu, fyziologicky
je v této fazi obvykld Uplna degradace.

Analyza rentgenového difrak¢niho vzoru amyloidu vedla jiz na konci 60. let

ke zjisténi, Ze amyloid je bohaty na B struktury, podobny vzor byl ziskan z
amyloidu vzniklého z rdznych prekurzorovych proteint. Z biochemického

pohledu je amyloid nekovalentné vazany polymer, jehoZz monomerni

jednotky jsou peptidy bohaté na B-list. Dlsledkem misfoldingu proteinl je

vysoky podil B-listu v jejich sekunddarni strukture. B-listy spolu za urcitych
okolnosti mohou interagovat pomérné silnou vazbou a to nejen v ramci

jedné molekuly, ale i mezi molekulami. Vazba mezi jednotlivymi

molekulami ddvaji vzniknout tzv. cross-B strukture. Pro dalsi vlastnosti -
amyloidu je vyznamné, ze vzniklé struktury jsou pomérné hydrofobni. To

je nejspise zodpovédné za vysokou stabilitu amyloidu /n vivo, nejspiSe

vC€etné toho, Ze amyloid prakticky nestimuluje zadnétlivou reakci. Interakce

mezi nékolika B-listy vede ke vzniku protofibril, podél jejichz dlouhé osy

jsou B-listy jednotlivych peptidl orientovany podéiné. Protofibrily se k

sobé prikladdaji opét bo¢né jedna ke druhé, ovsem ve vysledku se skladaiji Struktura amyloidové fibrily (AB amyloid).
tak, ze jsou ¢aste¢né pootocené. V amyloidové fibrile jsou pak protofibrily Sipky znazorfiuji jednotlivé B-listy.
ulozeny kolmo k dlouhé ose fibrily, nejsou vsak v radé za sebou. Je

zajimavé, ze amyloidové fibrily nejsou uniformni.

Koprecipitované komponenty

Soucésti amyloidovych depozit nejsou jen amyloidové fibrily, obsahuji i fadu dalSich vice ¢i méné pevné vazanych
latek, tzv. koprecipitované komponenty:

= Sérovy amyloidovy protein (SAP) - objemny komplex, ktery je béznou soucasti extraceluldrni matrix. Zda
se, Ze se SAP podili na rezistenci amyloidu vic¢i proteolyze. SAP se vaze na rostouci i definitivni amyloidové
fibrily, proto Ize radioaktivné oznaceny SAP vyuzit k diagnostice.

= Glykosaminoglykany - ve vSech typech byl prokdzan zejm. heparan sulfat.

= Apoproteiny - ziejmé hraji vyznamnou roli pfi patogenezi, protoze napf. Apo E4 je vyznamnym rizikovym
faktorem pro rozvoj Alzheimerovy choroby.

Bunécna a tkanova toxicita

Amyloid neni z hlediska tkanové biologie jen pasivni hmotou. | kdyZ nevyvolavéa Uklidovou reakci, plsobi toxicky na
priléhajici bunky. PGvodné se predpokladalo, ze za toxické plsobeni je zodpovédné predevsim to, Zze amyloid je
fyzickou bariérou, kterd vyznamnym zplsobem ovliviiuje vyménu latek nezbytnych pro metabolismus buriky. Tento
efekt mohl byt potencovan pritomnymi makrofagy. Pozdéji vdak bylo prokdzano, Ze nejméné stejné toxicky plisobi i
rozpustné prekurzorové slozky amyloidu, tedy Ze toxické plsobeni amyloidu je mnohem komplexnéjsi. Tak
napriklad v experimentu pridané solubilni fragmenty amyloidu pdvodu z lehkych fetézcd indukuji apoptdzu
kardiomyocytl ve tkanové kulture.
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Klasifikace amyloidozy

Klinicka klasifikace

Podle charakteru postizeni Ize amyloidézu rozdélit na lokalizovanou a systémovou. Lokalizovana amyloidéza je
charakterizovana tim, ze se amyloid vyskytuje pouze v jednom orgdnu, nesifi se dale. Patfi sem napfr. depozita AB
amyloidu pri Alzheimerové chorobé nebo napt. postizeni Langerhansovych ostrlivk{ pri dlouhodobém diabetu.
Systémova amyloidéza se vyznacuje sou¢asnym postizenim nékolika systémd.

Z historickych dGvodd se rozlisovaly dvé formy amyloiddzy: primérni a sekundarni. V pfipadé primarni nebyla
pric¢ina patrnd, v pripadé sekundarni se jedna o reakci na chronické zdnétlivé onemocnéni. Tyto dvé skupiny se lisf
i spektrem postiZzeni a proto se tyto terminy pouzivaji nadale, i kdyz v ponékud posunutém vyznamu (viz nize).

Klasifikace molekularni

vs s

Molekularni klasifikace je zalozena na urceni proteinu tvoriciho amyloid. Obvykle se jedna o nemoc ziskanou,

vy

existuji ovsem i hereditarni formy. Nej¢astéjsi typy shrnuje nasledujici tabulka:

choroba
AL amyloidéza
AH amyloidéza
Senilni systémova amyloidéza

Familidrni amyloidova polyneuropatie

AA amyloiddza (sekundarni a.)
AB>M amyloidéza (a. dialyzovanych)

prekurzorovy protein
lehky retézec imunoglobulinu
tézky retézec imunoglobulinu
transtyretin
transtyretin
SAA protein
B2-mikroglobulin

upresnéni
ziskand mutace a nadprodukce
nadprodukce pri myelomu
akumulace bézného typu transtyretinu
vrozena porucha
nadprodukce SAA pri zanétlivém onemocnéni
chronicka dialyza

Lyzozymovéa amyloidéza (ALyz) lyzozym vrozend porucha

Apo Al amyloidéza (AApol) apolipoprotein Al vrozena porucha
Apo All amyloidéza (AApoll)

Apo AlV amyloidéza (AApolV)

apolipoprotein All vrozend porucha

apolipoprotein AlV vrozend porucha

Fibrinogenovéa amyloidéza (AFib) o retézec fibrinogenu vrozena porucha

Finskd hereditarni amyloidéza (AGel) gelsolin vrozend porucha

Amyloidovéd angiopatie islandského typu
(ACys)

Familidrni Britsk& demence (BriPP a.)

Cystatin C vrozena porucha

produkt genu BRI2 vrozena porucha, stop kodon

Ziskana rendlni amyloidéza (ALECT2) leukocytarni chemotakticky faktor 2 | ziskand porucha

Amyloidéza aortalni medie (AMed) lacadherin

AtridIni amyloid6za (AANF)

Amyloidéza asociovana s medularnim
karcinomem §.Z.

atridIni natriureticky faktor nékdy u pacientl s fibrilaci

kalcitonin omezen na nador

spongiformni encefalopatie (AScr) prion ziskana zména, omezeno na mozek

lokalizace na Langerhansovy ostrivky, nékdy pfi DM 2.
typu nebo v nesidiomu

amyloidovy polypeptid

Amyloidéza Langerhansovych ostravk( , o o
yloidoz 9 vy uvku Langerhansovych ostruvkt

Amyloidéza na bazi laktoferinu (ALac) laktoferin Familidrni postizeni rohovky

Alzheimerova nemoc amyloid B prekurzorovy protein ziskana porucha

Hereditarni cerebralni angiopatie (AB) amyloid B prekurzorovy protein vrozena porucha

Jednotlivé formy

AL amyloidoza

Amyloid je tvoren fragmenty lehkych rfetézc (lambda retézec, light chain) imunoglobulini. AL amyloid6za (dfive
primarni amyloidéza) predstavuje nejcastéjsi formu systémové amyloiddzy, incidence v zemich Zapadu je zhruba
1/100.000 pripadl za rok. Obvykle se vyskytuje u pacientd starsich 45 let s maximem vyskytu kolem 67 roku véku.
Median preziti se dle publikovanych vysledk( pohybuje mezi 10 a 42 mésici.

Vlastni pri¢inou je monoklonalni proliferace plasmatickych bunék s nadprodukci lehkych retézcl. Stavajici terapie je
zamérena predevsim na potlaceni monoklonaini proliferace, ovsem tato terapie neni kurativni v tom smyslu, ze
potla¢eni nadprodukce lehkych retézct obvykle nevede k regresi postizeni. Depozita amyloidu se mohou vyskytnou
prakticky kdekoliv v téle, nejcastéji jsou postizeny cévy, ledviny, periferni nervy a travici trakt, prognézu vyrazné
zhorSuje postizeni srdce. Prvni manifestaci je obvykle poskozeni ledvin.

Vyse popsana klonalni expanze plasmatickych bunék obvykle neni doprovazena klinicky manifestnim
mnohocetnym myelomem, v kostni drfeni je obvykle méné nez 10 % myelomovych bunék. Dlvod nadprodukce
lehkych retézcl spociva v tom, Ze lehké a tézké retézce jsou i v nenddorovych bunkach produkovény nezavisle na
sobé&, ovSem ve vyrovnaném poméru. U nadorovych bunék mdze dojit k poruseni tohoto poméru, obvykle ve
prospéch lehkych retézcl, kterych midze byt syntetizovan troj- az ¢tyrnasobek ve srovnani s tézkymi retézci. Tim se
objevuji volné lehké retézce v mnozstvi, které je dostatec¢né ke vzniku a rlistu depozit amyloidu.
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V terapii se pouzivd chemoterapie podle zkuSenosti s terapii mnohocetného myelomu. Zkusenosti s transplantaci
autolognich kmenovych bunék jsou rozporné, protoze vykon sam je zatizen vysokou mortalitou.

AA amyloidéza

AA (drive sekunddarni) amyloiddza, je pomérné vzacnou komplikaci prakticky kazdého chronicky probihajiciho
zénétlivého onemocnéni, chronické infekce nebo nadorového onemocnéni. Vyvolavajicim faktorem je dlouhodobé
elevace proteinl akutni faze, konkrétné SAA proteinu.

V minulosti byla nej¢astéjsi pri¢inou chronického zanétu tuberkuléza, dnes se sekundarni amyloidéza objevuje
nejcastéji jako komplikace revmatickych onemocnéni, zejm. revmatoidni artritidy. Sekundarni amyloidéza
doprovézejici revmatickd onemocnéni predstavuje zhruba 50-70 % vSech pripadd. Na druhou stranu frekvence
postizeni u revmatologickych pacientd je nizsi, napf. dle pitevniho nélezu u pacientd lé¢enych s revmatoidni
artritidou se sekundarni amyloiddza vyvinula u necelych 6 % nemocnych. Ve srovnani se studiemi provedenymi v
minulosti je patrny klesajici trend vyskytu sekundarni amyloidézy u revmatologickych pacientd. V rozvojovych
zemich je spektrum pficin jiné, vyraznéji se uplatiuji chronické infekce.

V dobé diagndzy se sekundarni amyloid6za obvykle (az 95 % pripadd) manifestuje jako proteinurie nebo renalni
selhavani s rlzné rychlou progresi.

Hladina SAA jako ukazatele probihajiciho zdnétu je velmi dobrym prognostickym faktorem s pfimou vazbou na
biologii onemocnéni. Je-li hladina SAA snizena |é¢bou zdkladniho onemocnéni pod 5 mg/l, je pomérné Casto
dosazeno regrese postizeni vSech organd s vyjimkou ledvin. Postizeni ledvin byva obvykle ireverzibilni a proto Ize
oCekavat nejvyse zachovéni funkce a nezhorSovani.

Terminologicka poznamka: terminy primarni a sekundarni amyloidéza jsou historické a pochazeji z doby, kdy se
védélo, ze AA amyloiddza doprovazi chronické zanéty (proto byla sekundarni). V té dobé nebyl zndm protein

deponovany u AL amyloiddzy, Slo tedy o "primarni" amyloidézu. Dnes vime, ze amyloidézy maji vzdy néjakou
pricinu a podle tohoto pfistupu by byly vSechny sekundéarni; proto se tato terminologie nepouziva.

Amyloidéza chronicky dialyzovanych

Amyloidéza chronicky dialyzovanych (B>,M amyloidéza) je zavaznou komplikaci chronické hemodialyzy. Fibrily se
formuji z B, mikroglobulinu, sou¢asti HLA. B, mikroglobulin se m{Ze akumulovat, protoze jeho degradace probiha
pomérné neobvyklym zplisobem. Protein norméainé prochéazi pres glomerularni membranu do primarni modi a je
resorbovan a degradovan v proximalnich renédlnich tubulech. Pokud dojde k rozvoji ESRD (End Stage Renal
Disease), protein se hromadi a hladina z fyziologickych hodnot 1-2 mg/I mUze vystoupat na 50-70 mg/I.

Rozvoj onemocnéni je pozvolny, obvykle se objevuje az po 10 letech po zahjeni dialyzy. B;M amyloid se deponuje
predevsim v pohybovém aparatu, manifestuje se obvykle jako syndrom karpalniho tunelu, artralgie,
spondylartropatie, subchondralni kostni cysty a patologické fraktury.

Diagnostika systémové amyloidozy

Diagndza systémovych amyloidéz vyzaduje histologickou verifikaci s ur¢enim depozit amyloidu a typizaci amyloidu.
Nejcastéji se amyloid diagnostikuje v biopsiich ledvin, které byly indikované pro proteinurii nebo nefroticky
syndrom.

Jind situace je v kardiologii, kde v soucasnosti pacienti spliujici kritéria jsou povazovani za nemocné s
transthyretinovou amyloidézou a biopsie neni nutnd. Predpoklad stoji na faktu, ze hlavnimi typy amyloidu
postihujicimi myokard jsou AL a transthyretinové amyloidézy. AL amyloidéza se vylouci laboratorné (nepfitomnosti
lehkych retézcl vcetné jejich poméru v moci a v séru).

V pripadé nejistoty se v detekci amyloidu v kardiopatologii pouzivd hmotnostni spektrometrie, protoze jde obvykle
o masivni depozita. V pripadé biopsii ledvin jsou depozita mnohem mensi a necetnd, proto jsou ¢asto pod
rozliSovacimi moznostmi hmotnostni spektrometrie.

Histopatologicka diagnostika

Vzorky k vySetreni ziskdvdme z biopsie jazyka, klze, rektalni, bukalni sliznice a ledvin. Pro histopatologickou
diagnostiku tj. identifikaci amyloidu je zlatym standardem barveni kongo ¢erveni a prikaz dvojlomu. Dalsim krokem
je typizace amyloidu, které vyuziva predevsim imunofluorescencni detekci (Imunofluorescencné zjistujeme
protildtky anti-AA, anti-A a anti-K, anti-transthyretin a dalsi, podle diagnostického podezreni).

Imunohistochemické vysetreni nedokaze zcela spolehlivé detekovat velmi variabilni volné rfetézce, proto je malo
spolehlivé a preferovana je imunofluorescence z nativniho materialu nebo z parafinovych blok{. U objemnych
depozit Ize identifikovat ulozeny material hmotnostni spektrometrii.

Zobrazovaci techniky

Specifickou technikou pro prikaz amyloidovych depozit v téle pacienta je scintigrafické vysetreni za pouziti
radioaktivné zna¢eného proteinu SAP, obvykle 123|-SAP. SAP se totiz reverzibilné vaze na viechny zndmé typy
amyloidu, rovnovéhy je dosazeno velmi rychle. Metoda neni vhodna pro vySetreni malych nebo pohyblivych
struktur, nehodi se tedy k hodnoceni postizeni srdce a nervd.
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Laboratorni vysetreni

Biochemické ukazatele slouzi predevsim jako marker zavaznosti postiZzeni jednotlivych organd. V pripadé
primarnich amyloidéz Ize prokdzat monoklonalni produkci patologického proteinu v séru a obvykle i v moci.
Stanoveni volnych retézcl (FLC) je dllezité pro stanoveni prognézy onemocnéni. Vysetfujeme i kostni dren, kde
nachazime zvysené procento plasmocytd a atypickych lymfocytl. Proteinurie s vysokou koncentraci Bence-
Jonesovy bilkoviny je pro amyloiddzu typicka.

Genetické vysetreni

Odhaduje se, Zze 5-10 % vSech systémovych amyloidéz vznikd na dédi¢ném podkladé, proto je vhodné doplnit i
genetické vySetreni.

Histologické preparaty

Odkazy

Poznamky pod carou

1. Dvojlom je vlastnosti nékterych opticky anizotropnich latek. Svételny paprsek nerovnobézny s optickou osou
se po vstupu do takové latky rozdéli na dva rGzné paprsky, oba jsou linedrné polarizované.
2. Dichroismus je vlastnost nékterych latek, které se jevi bezbarvé, ale v polarizovaném svétle mohou cast
spektra absorbovat a tak se jevit barevnymi.
3. Metachromatické barveni je takové barveni, pfi kterém md obarvena struktura jiny barevny tén nez pouzité
barvivo.
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