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Amyloidni fibrila

Amyloid je patologicka fibrilarni forma proteinu v [ struktufe (struktufe
skladaného listu). Ke vzniku amyloidu dochdzi agregaci ptvodné solubilni
(degradovatelné) formy proteinu s primarné nebo sekunddrné vyrazné zastoupenou [
strukturou do formy fibrilarni (resistentni na degradaci).

Polypeptid sloZzeny do struktury sklddaného listu je v extendované neboli rozvinuté
¢i napiimené konformaci. Stabilizace nastdva piedev§im interakci mezi jednotlivymi
polypeptidickymi fetézci. Dochazi tak , na rozdil od alfa helixu, kde stabilizace probiha
uvnitf  Sroubovice, nejen k intramolekularni interakci mezi vzdalenymi castmi
polypeptidického fetézce, ale i1 k 1 intermolekularni agregaci mezi jednotlivymi proteiny.

Vzniklé fibrily se skladaji z P tsekti kde jednotlivé fetézce jsou navzajem
uspofadany antiparaleln¢ a lezi kolmo na dlouhou osu vldkna. Od nich je odvozen
alternativni nazev amyloidos - B fibrilosy. Existuje fada pozorovani svédéici pro existenci
protofibril (viz dale). Fibrily jsou velmi resistentni na proteolysu a jejich degradace je tedy
velmi omezena (viz nize).

Mechanismus vzniku amyloidu

Podminkou vzniku amyloidu je naruseny zivotni cyklus proteinu se vznikem
abnormalniho pfechodného meziclanku s B strukturou, nachylného k fibrildrni agregaci.
Podle soucasnych ptfedstav vznikd tento amyloidogenni mezi¢ldnek bud’ ve fazi vzniku
nebo ve fazi degradace amyloidogenniho proteinu. V dnes$nim pohledu je pfitomnost 3
struktury (varianta sekundarni struktury) pro vznik amyloidni fibrily esencidlni. Podle toho
existuji proteiny primarné nachylné za urcitych podminek k fibrilarni agregaci (viz nize),
zatimco jiné proteiny se stavaji amyloidogennimi az po indukci  konformace (viz priony).
Agregace proteinu do amyloidni fibrily je tedy fyzikalni proces, vznikajici jako nasledek
riznych poruch v zivotnim cyklu proteinu a to od stavu jeho zrodu do faze jeho degradace
a ktery odrazi jeho abnormalni konformaci. Amyloidosy Ize tedy definovat jako abnormalni
biologické stavy vedouci k optimalnim podminkam pro spusténi zmineéného fyzikalniho
procesu vytvareni amyloidnich fibril. Tyto poruchy se tykaji vzdy jednoho proteinu. Jejich
povaha je doposud znédma jen CasteCné. Mutace amyloidogenniho proteinu proces vzniku
amyloidu vyznamné urychluje.

Z dosavadnich pozorovani vyplyva, ze miize jit na jedné strané o poruchy v procesu
sekrece, at’ jiz latky standardné secernované exocytosou viz napf. atridlni natriureticky
hormon, kalcitonin a dal$i) nebo uvolnéni amyloidogenniho peptidu z buné¢né membrany
proteolytickym zasahem (ectodomain shedding) s jeho naslednou fibrilarni agregaci
pievazné nebo vylucné v bezprostiednim okoli sekrecni buniky. Takto 1ze nahliZet napt. na
cerebralni amyloidy na basi APP (viz nize). V kazdéem pripade Ize predpokladat, ze v této
skupiné amyloidos jsou amyloidogenni proteiny secernované (pro moznou vyjimku viz
amyloid na basi cytokeratinu). Zakonitosti agregace do fibril jsou jen z€asti znamé.
Ponckud stranou stoji skupina amyloidos na basi prionii. Vznik amyloidu je zde
vysvétlovan zménou konformace o — P interakci normalniho prionu (a) s patologickym
prionem ().

Dale je to velikd skupina amyloidos generalizovanych (systémovych), u kterych
dochazi k fibrilarni agregaci cirkulujiciho secernovaného amyloidogenniho proteinu (SAA,
TRR, AL, lysozym, apoAl, fibrinogen, viz niZe) v mnoha tkanich. V patogenese téchto



stavii mize hrat roli n€kolik faktorti isolované nebo v kombinaci. Jednak jde casto o
zvySenou koncentraci amyloidogenniho proteinu v séru (viz dale SAA, f2MG, AL), danou
nedostatenym vylucovanim amyloidogenniho proteinu (viz B2MG) nebo jeho
hyperprodukci (SAA, AL). Samotné zvySeni koncentrace amyloidogenniho proteinu v
extracelularni tekutiné vSak neni pravdépodobné hlavnim faktorem. Velmi diileZitou roli v
molekuldarni patogenese generalizovanych amyloidos hraje ziejmé abnormalni finalni
proteolysa amyloidogenniho proteinu v tkanich, ktera vede doposud nejasnym zptisobem k
optimalnim podminkdm pro fibrilarni agregaci celé molekuly amyloidogenniho proteinu
(nebo jeho fragment) v pericelularnim prostoru tkani a to ve znacné vzdalenosti od bun¢k
produkujicich amyloidogenni protein nebo zodpovédnych za jeho abnormalni degradaci.
To znamend, ze oproti fysiologické (neamyloidogenni) cesté s predpokladanou kompletni
degradaci kritického amyloidogenniho proteinu v lysosomech, je predpokladem vzniku
systemové amyloidosy vznik bloku lysosomalni degradace s ndstupem alternativniho
mechanismu, jehoz podstatu nezname. Lze predpokladat, ze by byla porucha omezena na
dany amyloidogenni protein a Ze paralelni lysosomalni katabolismus jinych proteinii
probihd nerusene.

Teprve touto fibrilarni agregaci se stdva porucha morfologicky postichnutelnou.
Pokud by se porucha, na pi. defektni degradace spojena s regurgitaci, tykala
neamyloidogenniho proteinu, jehoz fragmenty neagreguji do struktur vyssiho ftadu
(amyloidnich fibril, nebo jinych fibrilarnich struktur), zmény by probihaly v morfologicky
malo postifehnutelné nebo nepostiehnutelné formée (viz amyloid u Alzheimerovy nemoci).

Finalni proteolytické mechanismy pro hlavni zminéné amyloidogenni proteiny (viz
nize) vsak nejsou dostatecné znamé. Predpoklada se, ze hlavnim degradujicim elementem
jsou zejména elementy mononuklearniho fagocytarniho systému. Nakolik jde o vylu¢nou
intracelularni degradaci v endosomalnim systému nebo zda k proteolyse muze dojit téz
(nebo vylucn€?) v extracelularnim prostoru (secernovanymi proteasami?) neni zndmo.
Role lysosomdlniho systému v amyloidogenese vSech typt je stile nejasnd. V
patogenetickém fetézci, vedoucim k deposici amyloidu hraje dualezitou roli faktor
urychlujici vznik amyloidu (amyloid enhancing factor: AEF). K objevu tohoto faktoru
vedly klasické pokusy s vyvolanim generalisované amyloidosy opakovanymi injekcemi
kaseinu mysim (indukce SAA, viz nize) kdy po inicialni, n€kolikatydenni lag fazi nastava
faze deposice amyloidu. Jde o biochemicky doposud nedokonale definovanou latku,
pripravenou extrakci tkdni postizenych amyloidem (nezavisle na typu amyloidogenniho
proteinu). Je indukovéana v makrofazich. V tkéni se objevuje 24 - 48 hodin pfed deposici
amyloidu. Po intravenosni aplikaci AEF (nebo makrofagi z tkani pokusné vyvolavané
amyloidosy) dochazi k urychlené deposici amyloidu bez inicidlni lag faze. Tento faktor byl
pfipraven i z tkdni myS$i dédicné resistentnich na indukci amyloidosy. Podle né&kterych
udaju je AEF glykoprotein o nizké molekulové hmotnosti s vyraznym zastoupenim beta
struktury a vyznamnou schopnosti asociace s fadou molekul.V experimentu mély tuto
viastnost pouze fragmentované fibrily amyloidu (testovano s SAA amyloidem), nikoliv
testované pruvodni komponenty amyloidu (SAP, GAG). Tyto amyloidni fibrily tak zirejmé
predstavuji nukleacni centra vzniku amyloidu, ktera indukuji precipitaci a fibrilarni
agregaci mechanismem prirovnavanym k prionosam. Pozoruhodné je, Ze vedle i.v.
aplikace doslo k indukci amyloidosy i po podani zminéného preparatu amyloidnich fibril i
PpFi podani per os.

U vsSech shora uvedenych faktort nutno piedpokladat vyznamnou ucast lokdlnich
faktoru, urcujicich, kde k deposici amyloidu v tkanich dojde a jaky bude distribucni
charakter amyloidosy. Ani pii generalizovanych amyloidosach neni nikdy generalizace
uplna. Lze ptedpokladat, Zze mista deposice nemusi byt identickd s misty produkce
amyloidogennich fragmentii. Rozdily v postizeni tkani mohou byt zna¢né, dokonce existuji
i rozdily postizeni uvniti populace bunék stejného typu (napt. adipocytll). Je vSeobecné
uznavano, ze jednou vzniklé lozisko amyloidu pisobi jako nukleacni faktor (templat) pro
dalsi deposici (odpovida to i shora uvedenym poznatkiim o povaze AEF)

Obecnéjsi zakonitosti lokalizace amyloidnich deposit nejsou zndmé. Znalosti v této
oblasti jsou pouze empirické. V minulosti byly amyloidosy rozliSovany podle toho, zda



deposice =zacinala v oblasti basdlnich membran a retikularnich vldken (t.zv.
periretikulinovy typ). Slo o deposici v oblasti malych artérii, arteriol, sinusoid a zil,
propagujici se v dal§im priabéhu do parenchymu. Za vyznamné bylo povazovano postizeni
intimy a medie cév, glomerularnich kapilar. Z tehdy definovanych forem amyloidosy Slo o
sekundarni povSechnou amyloidosu (dnes SAA). Tak zvany perikolagenni typ deposice byl
charakterizovan zaCatkem v adventicii cév (artérii 1 zil), v intersticiu ledvin (ne v
glomerulech) a v oblasti sarkolemy srdecniho a hladkého svalu a v nervech okolo
Schwannovych bunék. Sem byla fazena amyloidosa u mnohotného myelomu, t.zv.
primarni amyloidosa (dnes AL) a neuropatické formy. Toto déleni se dnes jiz nepouziva
vzhledem k zna¢né variabilité distribuce. Navic je deposice i u perikolagenni formy ve
vyznamném vztahu i k basdlnim membrandm uvedenych lokalizaci.

Dalsi (koprecipitované) komponenty - nespecifické soucasti amyloidnich deposit.

Mezi nejvyznamnéjsi patii sérovy amyloidni protein P (SAP), glykosaminoglykany,
apolipoproteiny a nékteré dalsi komponenty, deponujici se nezavisle na typu amyloidu.
Jako Castd komponenta fady amyloidu byl prokdzan ApoAl, coZ miiZze zplisobit rozpaky v
diagnostice. Pritomnost koprecipitovanych komponent naznacuje, ze vznik amyloidu je
provazen celou Fadou velmi vyznamnych dalsich lokalnich procesu indukovanych
amyloidogennim procesem.

SAP je objemny komplex, skladajici se ze dvou pentamernich jednotek. Jde o
endogenni kalcium dependentni lektin, jehoZ nejlépe znamymi ligandy jsou beta-galaktosa
a fosfoethanolamin (z dalSich 1ze jmenovat DNA, fibronektin a glykosaminoglykany). SAP
je normalni komponentou ECM. Je pfitomen v elastickych vlaknech a v glomerularni
basalni membrang. Jeho funkce v téchto lokalizacich neni zndma. Primarni struktura SAP
je do zna¢né miry homologni s t.zv. C reaktivnim proteinem. Podle soucasnych znalosti je
degradovan pouze v jatrech. Jeho polocas v plasmé je okolo 14 hodin.

Vazba iontu vapniku podmiiuje resistenci SAP na proteolytickou degradaci (ktera
je moZna jen v nepfitomnosti kalcia). ProtoZze SAP je integralni soucasti vSech typl
amyloidii (v€etn¢ cerebralnich u Alzheimerovy nemoci), pfenasi ziejm¢ proteolytickou
resistenci 1 na amyloid. Charakter SAP reaktivniho ligandu amyloidu neni znam.
Rozvolnéni této vazby je cilem modernich terapeutickych studii. Vazba SAP na amyloid je
mozna nejen v prub&hu fibrilarni agregace, ale také dodate¢né na preexistujici fibrily
amyloidu, ¢ehoz se vyuziva k diagnostice amyloidu in vivo (aplikace radioaktivné
znaCené¢ho SAP a sledovani jeho vychytavani). SAP je v amyloidu v intaktni formé.

Experimentalni amyloidosa (vyvolana kaseinem) v mysich s vyfazenym genem pro
SAP probiha pomaleji. Absence SAP nevedla sama o sob¢ k detekovatelnych zménam.

Z glykosaminoglykanii je to zejména heparan sulfat (odpovidajici perlecanu, typu
deponovanému v extracelularni matrix, nikoliv na bunécné membrané, viz ). Jde o
nekovalentni vazbu. Jejich kvantum je odhadovano na 1-2% hmoty amyloidu. Heparan
sulfat byl prokazan ve vSech typech amyloidu a to vcéetné¢ amyloidi cerebralnich.
Patogeneticky dulezitou komponentou je pravdépodobné apolipoprotein E. V ptipadé
cerebralni neurondlni amyloidosy na basi APP je pfitomnost nékterych isoforem apoE
(zejména apoE4) povazovéana za vyznamny risikovy faktor rozvoje Alzheimerovy nemoci
(viz nize).

Z dalsich komponent je to alfal antichymotrypsin. V amyloidnich placich
Alzheimerovy nemoci byla opakované prokdzéna pifitomnost acetylcholinesterasy jako
soucast amyloidnich fibril.

Nasledky deposice amyloidu

O nasledcich deposice amyloidu pro biologii tkané je znamo velmi malo. Vice
mén¢ tradicné se piredpoklada interference se zdsobenim krvi a transportem mezi buiikou a
kapilarou. Empiricky je zndm vliv na propustnost basdlni membrany glomeruld pro
proteiny (masivni proteinurie), ktery je béznym projevem rendlni amyloidosy postihujici
glomerulus). Mechanismus toxického piisobeni amyloidu na tkan neni stale zcela jasny.
Amyloidni B protein Alzheimerovy nemoci, aplikovan experimentdlné¢ do mozku, je



toxicky pro neurony mnohem vice ve formé fibrilarni nez ve form¢é amorfni. Stale vétsi
pocet studii vSak ukazuje, Ze za toxicitu jsou obecné odpovédny solubilni, oligomerni
(prefibrilarni) agregaty.

Degradace amyloidu.

Amyloidosy jsou progresivni stavy, terapeuticky velmi obtizn€ ovlivnitelné, s
vyjimkou odstranéni vyvolavajici pfi¢iny, pokud je toto mozné. Pfiina resistence na
proteolysu je pravdépodobné mnohocetnd. Hlavni pfi¢inou je kompaktnost fibrilarni
struktury. Nové se vSak uvadi, ze k resistenci na proteolysu vyznamnou mérou piispiva
piitomnost vysoce komplexni molekuly SAP (serum amyloid protein P). Vznikly amyloid
neindukuje makrofagickou fagocytarni reakci. Lze predpokladat extracelularni proteolysu
secernovanymi proteasami, kterd je vSak vyznamné inhibovédna pfitomnosti SAP (viz
shora). Pro moznost pomalé spontanni degradace svéd¢i ubytek amyloidu vzniklého na
podkladé B2 mikroglobulinu u hemodialysovanych pacienti pii rendlnim selhani po
transplantaci ledvin. To naznacuje existenci urcité rovnovahy mezi tvorbou a degradaci
amyloidu in vivo. Nemoznost indukovat degradaci amyloidu in vivo je limitujicim
faktorem terapie amyloidosy. Prioritnim pozadavkem terapie je proto vylouceni pficiny,
mozné zejména u klasickych sekundarnich povSechnych amyloidos na basi SAA proteinu.
Pokud je pric¢inou mutace proteinu produkovaného jatry byla situace feSena transplantaci
jater, na pf. u familiarni ATTR. Pozoruhodné je, Ze ubytku amyloid B proteinu v
mozkovych placich u Alzheimerovy nemoci bylo dosazeno aktivni nebo pasivni imunizaci
proti tomuto proteinu i pfes existenci hemoencefalické bariery a to jak experimentalné na
myS$im modelu, tak i u prvnich pacientl. Existuje ptedpoklad, ze protilatka namifena proti
solubilnimu prekursoru mize plsobit proti procesu agregace do fibril. Nelze do budoucna
vyloucit terapeutické vyuziti Kongo ¢ervené pro jeji schopnost molekularné interagovat s
amyloidni fibrilou a potencionalné snizovat jeji stabilitu.

Prikaz amyloidu a jeho specifikace
Diagnostika amyloidu ma dva stupné, zcela analogicky jako u onemocnéni
spojenych s deposici krystall :

1. Fyzikalni prikaz amyloidu - priikaz amyloidni B fibrily
2. Prikaz biochemické povahy - amyloidogenniho proteinu

adl. Prikaz fyzikalni specifity amyloidu se opira o prukaz fibrily sloZzené z v konformaci 3
struktury. Je k tomu vyuzivéno latek, jejichz molekula ma k f doméndm fibrilarné
agregovaného proteinu afinitu. U nejpouzivanéjsi techniky vyuzivajici Kongo Cervené se
nehodnoti barevny efekt vazby, tak jak je tomu bézn€¢ v histochemii. Hodnoti se
indukovany (nebo vyrazné zesileny) dvojlom polarisovaného svétla (viakna amyloidu
mohou primdrné slaby dvojlom vykazovat) a dichroismus.

Tyto efekty jsou meéfitelné diky pravidelné adsorpci molekul barviva (nejspise
prostiednictvim vodikovych vazeb) na povrch amyloidnich fibril. Asymetricka 3 struktura
indukuje dva zminéné optické efekty v polarizovaném svétle: dvojlom a dichroismus.
Barvivo tento efekt zesiluje a umoziuje jej métit ve viditelném svétle Dichroismus je
definovan jako schopnost absorbovat ¢ast viditelného spektra polarizovaného svétla.
Dichroické latka se tedy mize stat barevnou ve svétle polarisovaném, pokud je v bézném
nepolarizovaném svétle bezbarva. Dvojlom polarizovaného svétla je zndmou schopnosti
krystalickych latek ménit smér vysledného hlavniho vektoru vnikajiciho polarizovaného
svétla na smér jiny.

Podle Bubise a Wolmana je fenomen zelen¢ho zbarveni amyloidu Kongo cerveni
zavisly do zna¢né miry na sile fezu. Zeleny dichroismus je vdzan na primérnou sliu fezu 5-
10p. Rezy slabsi (1-2p) a silné (okolo 20p) zeleny dichroismus amyloidu nevykazuji. U
tenkych fezl jde ton vice do modré, u silnych fezil vice do Zluta, oranZzova a u nejsilngjSich
do cCervena (negativni dichroismus). Vyznamnou roli hraje rozdilné zpomaleni paprsku
cerveného svétla pfi priicchodu fezem (detaily viz Histochemie 4:351-356,1965).




Vazbu Kongo Cervené lze velmi citlivé detekovat fluorescencné, protoze molekula
barviva sama je dosti silny fluorogen.. Jako nejvhodné&jsi je doporucovéana sada filtri pro
detekci fluoresceninisothiocyanatu (abs. max. 495; emise max. 525) , méné pro rhodamin
(abs. max. 555; emise580). Vysledek je nutno vzdy kontrolovat s dichroismem, aby byla
vyloucena nespecificka vazba Kongo ¢ervené (t.j. vazba nevedouci k dichroismu). Metody
pouzivajici jiné fluorogeny (Thioflavin T a S) jsou povazovany za citlivé, ale méné
specifické (neni kontrola analogické dichroismu).

Fibrilarni struktura je vyte¢né znazornitelnd elektronovym mikroskopem. Jde o
fibrily nejcastéji 8-10 nm silné, nevétvené, vytvarejici riizné hustou plst’. Fibrily se skladaji
z protofilament 2.5 — 3.5 nm silnych spiralné se obtacejicich. Jejich pocet v jedné fibrile
amyloidu miize kolisat podle vychoziho amyloidogenniho proteinu. Sife fibril tak miize
kolisat. Maximalni $ife byla popsdna u TTR (13 nm), minimdlni u fibril kalcitoninového
amyloidu (5-6 nm).

Pro priikaz amyloidu in vivo lze pouzit scintigrafie s radioaktivné znacenym SAP,
vyuzivajici jeho vysoké afinity k deponovanému amyloidu, jehoz je integralni soucasti (viz
nize). U zdravych kontrol je aplikovany SAP rychle degradovan a degrada¢ni produkty
vylouceny moc¢i. Vzacné ma amyloidem prostoupeny organ dosti pfiznany ndlez pfi
echografii. Je zndmy obraz “jiskieni” (sparkling) v dvojrozmérném echokardiogramu u
amyloidosy srdce (stejny obraz byl popsan u Fabryho nemoci).

Prechodem k detailnéjsi klasifikaci jiz prokdzaného amyloidu bylo empirické
pozorovéni inhibice zbarveni Kongo ¢erveni preoxidaci fezu permanganatem. Slo zejména
o amyloid na basi AA proteinu (sekundarni povSechnd amyloidosa, viz nize). Tato
sensitivita vSak byla prokdzana i u amyloidu na basi B2MG.(viz nize) V soucasné dob¢ je
tato metoda plné nahrazena imunohistochemickym prikazem.

Obr. 1. RlUzny stupen infiltrace jaterni tkdn¢ amyloidem.

Obr.2. Tumoriformni amyloid plice. Zakladni struktura plic je zcela setfena infiltraci
amyloidem.

Obr. 3. Ultrastrukturalni obraz amyloidu. Hust4 sit’ nevétvenych fibril

Obr. 4. Deposita amyloidu v barveni Kongo ¢erveni. Indukce dichroismu

ad?2. Biochemicka a imunohistochemicka specifikace amyloidu prokazuje proteinovy
stavebni kamen. Dnes v tomto smyslu dominuje imunohistochemie prikazem molekularné
specifického epitopu. Idedlni pro detekci je nefixovana tkan (kryostatové fezy). Konvencni
formaldehydova fixace a zaliti do parafinu snizuje moznost imunohistochemické detekce.
Za dobfe imunohistochemicky prokazatelné v rutinnich parafinovych fezech se povazu;ji
amyloid na podkladé SAA a B2 mikroglobulinu. Detekce AL ve fixovaném materialu je
mén¢ spolehliva. Dal§Sim diivodem snizené spolehlivosti detekce AL imunohistochemickou
cestou je znacnd piirozend variabilita N termindlnich uUsekli lehkych fetézcii (jejich
variabilni domény).

Pro imunohistochemicky prikaz amyloida je doporuceno vystavit parafinové fezy
koncentrované mravenci kyselin¢€ (nebo alkalickému quanidinu) pied vlastni detekci. Jde o
empiricky postup, ktery se osvéd¢il zejména pifi imunodetekci cerebralnich amyloidu.
Kongofilie je timto postupem zrusena.

Urcité problémy muize zpiisobit vyraznéjsi pfimes koprecipitovanych komponent,
zejména z tiidy apoproteinti, které jsou v nékterych ptipadech znamy jako stavebni
kameny amyloidu, jindy jako koprecipitované komponenty, na pt. Apoprotein Al. Neni
také dostupna metoda, ktera by urcila, zda je dany protein agregovany do amyloidni fibrily
nebo piitomny pouze jako koprecipitujici komponenta.



Teoreticky lze ptipustit, ze by v amyloidni fibrile mohly byt sdruzeny fragmenty
dvou riznych amyloidogennich proteinti. Doposud byla ptesvéd¢ive prokazana
kombinovana amyloidosa z Apo AIV a transthyretinu (viz dale) v odliSnych fibrilach.

Obr. 5. Prukaz amyloidogenniho proteinu imunohistochemicky (rendlni SAA amyloidosa)
a soucasné koprecipitujici SAP komponenty
Obr. 6. Immunohistochemicky prikaz tfi typd amyloidni infiltrace myokardu.

Amyloidogenni protein se miiZe akumulovat zéasti i v nefibrilirnim (amorfnim) stavu

Na tento stav muzeme pohlizet jako na stav preamyloidni (nebo prefibrilarni),
pokud dojde postupem c¢asu ve fibrilarni agregaci, nebo jako na stav paramyloidni, t.j.
amyloidu histologicky podobnému, ale trvale nefibrilarnimu (historicky termin). Vyrazna
preamyloidni nefibrilarni deposice amyloidogenniho proteinu je zndma u cerebralni
amyloidosy na podkladé amyloid B proteinu a to v t. zv. difusnich placich (viz nize).
Predpoklada se, ze postupem casu miize pod vlivem tady faktord do fibril agregovat. V
difusnich placich se d4 detekovat pouze imunohistologicky. Kongo Cerven a thiazinova
barviva, tedy barviva s molekularni afinitou k beta fibrile davaji negativni vysledek. Stale
vice praci referuje o pritomnosti nefibrilarni formy amyloidogenniho proteinu vedle formy
fibrilarni. Odpovida to koncepci vzniku amyloidu. Pokud nedochazi k fibrilarni agregaci
chybi asociované komponenty (SAP a dalsi, viz shora).

Amyloid B protein byl popsan v nefibrildrni formé v kosternim svalu mysi s
vyfazenym apoE genem jako soucast membranového systému sarkomerickych inklusi ve
vlaknech typu II. Pravdépodobné zde nedochazi k nasledné konversi na amyloid.

Nejvyraznéjsi nefibrilarni deposice amyloidogenniho proteinu vznikd v ptipadé
imunoglobulinii. Za paramyloidni stav jsou povazovana jejich amorfni (nefibrilarni)
deposita, ramcove zvand onemocnéni z deposice monoklonalnich imunoglubulinii (MIDD -
monoclonal immunoglobulin deposition disease). I u nich byly popsany ptechody do
amyloidosy. Podrobnéji jsou zminéna nize.

Priony (viz dale) se téz akumuluji do zna¢né miry v nefibrilarni form¢ v mozcich u
prionovych onemocnéni (viz amyloidosa na basi prionti).

Prionovy protein byl téZ popsan v inklusich (spolu s amyloid B proteinem) u t.zv.
inklusni myositidy (myopatie), patogeneticky nejasného svalového onemocnéni starSich
lidi.

obr. 7. Schema zéakladnich etap procesu amyloidogenese
Zvlastni postaveni maji t.zv. paired helical filaments vznikajici v neuronech CNS z tau
proteinu, normaln¢ asociovaného s mikrotululy, tvofici podklad neurofibrilarni degenerace
neuront (NFT, neurofibrillary tangles, viz nize). Jejich fysikalni vlastnosti jsou identické s
amyloidem: barvi se Kongo Cerveni, jejiz vazba indukuje zeleny dichroismus a jsou
nerozpustné. Pouze elektron mikroskopicky obraz je od klasickych amyloidnich fibril
odlisny. Jde o zkroucené tubuly, slozené z hyperfosforylovaného t proteinu (viz cerebralni
amyloidosy). Velmi podobné, ne-li strukturalné a fyzikaln¢ identické intracelularni inkluse
vznikajici v fad¢ bunéénych typii mimo neurony v procesu starnuti, napt. Biondiho téliska
v ependymu a v epitelu plexus chorioideus (viz senilni amyloid).

Kombinovanym pouZitim imunohistochemického pristupu s barvivy zndzornujicimi
fyzikalni stav se tak lze vyjadiovat ke stupni asemblace amyloidogenniho proteinu do fibril.

I1. Typy amyloidos podle molekulirniho sloZeni a podle distribuce

Amyloidosa neni klinicko patologickd jednotka - jde o obecny patologicky fenoméen,
vznikajici na basi celé¢ fady poruch. Svou obecnosti a charakterem je srovnatelny s
analogickym procesem krystalizace organickych ¢i anorganickych latek, zndmym z
huméanni patologie. Symptomatologie amyloidosy ma Siroké rozmezi od projevii pouze v
subklinické trovni az po rychle progredujici fatalni stavy. Je urena rychlosti deposice a
lokalizaci amyloidu, jeho plisobenim na tkan a pfipadné 1 piiznaky zakladniho
onemocnéni, v jehoz ramci k deposici amyloidu doslo.



Presentace amyloidos je moznd podle dvou zakladnich hledisek: podle distribuce
(klinicko patologicky obraz) a podle amyloidogenniho proteinu. Na tomto misté¢ bude
kladen vétsi diiraz na amyloidogenni protein a na poruchu, kterd k jeho fibrilarni agregaci
vedla. Dal§im vyznamnym hlediskem je dé€leni na ziskané a geneticky podminéné
amyloidosy. Geneticky podminéné formy jsou charakterizovany dominantnim pienosem,
pomalou progresi a variabilni penetranci. Jde o heterozygotni stav s mutaci na jedné alele.
Druha alela mize nebo nemusi vykazovat mutaci v pfisluSném proteinu. V ptipadé

Cim dale tim vice se viak ukazuje, Ze velmi diileZitou roli hraji genetické faktory.
Jde pfedev§sim o skupinu amyloidos pfenosnych geneticky, na podkladé mutace fady
amyloidogennich proteind, které mohou mit za nasledek zménéné odbouravani a tim i
pfipadné zvysSenou amyloidogenicitu (viz niZe). Jde o dominantni zplsob pienosu s
klinickou manifestaci v dospé€losti bez predikovatelného stupné penetrance. Geneticka
porucha struktury amyloidogenniho proteinu mize byt i pfi¢inou naruseného zpracovani v
pribéhu jeho syntézy a intracelularni faze zivotniho cyklu (viz napt. gelsolin a neuronalni
amyloid B protein). Genetické polymorfismy ziejmé hraji roli 1 v pfipadech SAA a AL
reaktivnich amyloidos a mohly by vysvétlit, pro¢ dochazi ve skupiné se stejnym zakladnim
onemocnénim k amyloidose jen u nékterych pacientii (viz niZe). ZvySena amyloidogenicita
se miiZze projevit az za patologickych stavl pti zvysené produkci a obratu.

Postaveni hemoencefalické bariery. U povSechnych visceralnich amyloidos je
bariera neporusena a chrani mozkovou tkan od deposice amyloidu. Jedinou vyjimkou
mohou byt oblasti, ve kterych bariera vytvofena neni. Jde o stopku hypofysy a locus
coeruleus. Produkce amyloidogenniho proteinu na obou stranach bariery vysvétluje
soucasny vyskyt amyloidu v mozku 1 viscerdlné, jako je tomu v ptipad€ poruchy TTR a
cystatinu C dalSich (viz nize). V nekterych piipadech je postizena takika selektivné sténa
mozkovych cév se sekundarnim naruSenim funkce hemoencefalické bariery (viz tzv.
kongofilni cerebralni angiopatie). V posledni dobé se vSak oteviela otazka transporty
fragmenti amyloidogenniho proteinu pfes hemoencefalickou barieru (viz Alzheimerova
nemoc)

Obr. 8. Zjednodusené schéma amyloidos podle distribuce deponovaného amyloidu.



K souc¢asnému datu je znamo spolehlivé 24 amyloidogennich proteinii:
1. sérovy amyloidni protein A (SAA)

2. lehké Fetézce imunoglobulint

w9

. tézké retézce imunoglobulini

F~N

. transthyretin (TTR, prealbumin)

9]

. B2 mikroglobulin

=)

. gelsolin

|

. lysozym

=]

. ApoAl

9. apoA2

10. ApoA4

11. cystatin C

12. fibrinogen (o Fetézec)

13. amyloid beta prekursor protein (ABP)
14. priony (PNRP)

15. BRI protein

16. amylin

17. kalcitonin

18. atrialni natriureticky peptid (ANP)
19. medin (derivat laktadherinu)

20. prolaktin

21. laktoferin

22. keratoepithelin

23. semenogelin 1

24. cytokeratin

Poznamka. V literatufe je zapocitavan i exogenni injekéné aplikovany insulin, vytvaiejici
amyloid v mist¢ aplikace.

Tento vycet je s velkou pravdépodobnosti nekompletni, nebot stale jsou
publikovana sdéleni o amyloidu, ktery se nepodatilo imunohistochemicky specifikovat.



Na zéklad¢ rozsahlych studii lze uzavtit, ze B fibrilarni (amyloidni) transformace
néekterych proteinu (typicky TTR, viz nize) probihd kontinudlné s vékem a to naprosto
prevazne zcela subklinicky. Nakolik jde o vyraz genetického polymorfismu klinicky zdravé
populace neni zndmo. Faktem je, ze v celé fad€¢ organii u lidi star§iho véku byly popsany
isolované fibrilarni agregace riznych proteind (viz nize senilni amyloidosy). V
nasledujicim textu jsou popsany amyloidosy, které jsou projevem klinicky manifestniho
chorobného stavu.

Systémové (generalizované) amyloidosy

Amyloid na basi sérového AA (amyloid associated) proteinu (SAA). SAA patii do
skupiny HDL apolipoproteinti. Jde o reaktant akutni faze, produkovany v jatrech po
stimulaci makrofagickymi cytokiny. Byla vSak prokdzana jeho produkce i jinymi
bunéénymi typy. Jeho koncentrace u zanétlivych stavli se mize zvysit béhem nékolika
hodin fadové¢ az 1000x. Vaze se na HDL a zvySuje jeho vazbu na makrofagy v zanétlivych
loziscich, ¢imz potencuje vyznamné transport cholesterolu sekvestrovaného v zanétlivych
loziscich do jater.

Jde obecné o proces konstitucionalni sekrece hepatocyty (viz kapitolu o sekreci),
jejiz intensita je regulovdna pifedevSim na transkripéni Urovni. U clovéka existuji 3
transkripcné aktivni geny a jeden pseudogen. Pouze SAA 1 a 2 reaguji v akutni fazi zanétu
. SAA 3 je nepiepisovany pseudogen, SAA 4 je trvale produkovan jen v basalnim
mnozstvi. Transkripéni regulace SAAl a SAA2 je v dneSni dobé velmi detailné
prostudovana a zahrnuje komplexni interakce interleukin-responsivnich transkripénich
faktort. Transkript i SAA1 protein byly prokazany i v lidskych makrofazich, udajné i v
adipocytech a dalSich bunkéch, ale v podstatné men$i mife. Maximum syntesy je v
hepatocytech.

Amyloidogeni je pouze SAAI1, ktery je vSak v populaci pomé&mé polymorfdni.
Existuji pozorovani, podle kterych amyloidogenicitu vyznamné zvysuji nékteré genetické
polymorfismy vedouci k zvySené nestabilité proteinu a jeho precipitaci do fibril.

S vyvojem SAA amyloidosy je spojena zvysend sérova koncentrace SAA. V SAA
amyloidu se kumuluji neglykosylované N-termindlni ¢asti o mol. hmotnosti 6-9 kD (v
priméru 76 aminokyselin, ale i delsi a kratSi). Vyznamnou piimés muize tvofit i kompletni
molekula SAA (mol. hmotnost pfiblizné 12 kD, obsahuje 104 aminokyselin). V patogenese
hraje zfejm¢ dulezitou roli degradabilita SA proteinu v makrofazich, které predstavuji
hlavni degradacni elementy.

U mysiho kmene s vrozenou resistenci na vyvolani experimentalni amyloidosy
vykazovaly makrofagy vysokou kapacitu degradace SAA, oproti kmenlim vnimavym, u
kterych byla kapacita degradace podstatné nizsi.

Amyloidosa na basi SAA je prototypem sekundarni generalizované amyloidosy.
Postihuje celou fadu vnitinich organl, zejména ledviny, GIT, slezinu, nadledviny s
vyjimkou CNS. K poruSe degradace SA proteinu a k jeho fibrildrni agregaci dochazi pii
chronickych zanétech, zejména pii rheumatoidni arthritidé a nckterych malignich
nadorovych procesech. Jde vSak pouze o malé procento vyskytu, naznacujici, ze ve hie
jsou dalsi faktory. Byla popsana i jako forma primarni. Doposud vSak nebyla u ¢lovéka
popsana primarné geneticky podminéna varianta. Prototypem experimentdln¢ indukovana
SA amyloidosy je amyloidosa, vyvoland opakovanou aplikaci kaseinu.

SA amyloid vSak provazi nékteré geneticky podminéné poruchy, avSak jako
sekundéarni komplikace. Jde o

t. zv. sttedomotskou horecku. Jeji gen byl neddvno identitfikovan. Koduje protein,
ktery je pravdépodobné transkripénim faktorem, regulujicim transkripci genti tlumicich
zangtlivou reakci

Muckle-Wellstv syndrom (familarni amyloidni nefropatie s urtikarii a hluchotou)

dalsi jsou podrobn¢ zminény v praci J.N. Buxbauma: The systemic amyloidoses.
Curr Opin Rheumatol 16, 67, 2003)



Amyloid na basi prealbuminu (transthyrethrinu) ATTR (TTR transthyrethrin).

Prealbumin je normélni komponentou plasmy (ndzev méa od postaveni na
elektroforeogramu plasmatickych bilkovin pied albuminem). Nazev transthyretin pochazi
od toho, ze funguje jako ptenase¢ hormoni §titné Zlazy a retinolu (trans - thyr - retin). U
zanétl se jeho koncentrace snizuje (nazyva se také negativni protein akutni faze).

TTR je produktem jediného genu, neni glykosylovan a vykazuje dosti znacny
polymorfismus. Normalné¢ je ve formé¢ homotetrameru. Monomer ma vyznamné
zastoupenou beta strukturu (Obr.1). Asi 90% proteinu je produkovano jatry
(konstitucionalni sekrece na vaskularnim pdlu), zbytek v plexus chorioideus (sekrece do
mozkomis$niho moku) a v sitnici (sekrece do sklivce). Polocas v plasmé je pomérné kratky
(1.5 - 2.5 dne). Degradovan je z vétsi ¢asti v hepatocytech, méné ve svalové tkani a v kizi.
Vychytavani je na podkladé receptorove zprostiedkované endocytosy.

Pro zahéjeni tvorby amyloidni fibrily je nutnd disociace tetrameru na monomery za
podminek mirné denaturace pti snizeném pH. Naopak amyloidogenicitu TTR vyznamné v
experimentu in vitro sniZzovala vazba tyroxinu, kterd stabilizuje tetramer a brani jeho
disociaci a naslednym konforma¢nim zménam.

Vznik amyloidu vyznamné zvySuji mutace v primdrni struktufe proteinu,
podminiyjici zvySenou konformacni nestabilitu pfi denaturaci. V soucasné dobé je znamo
n¢kolik desitek mutaci, které riznou meérou zvysuji amyloidogenni potencial. Stavy
spojené s deposici TTR lze rozd¢lit na ziskané a geneticky podminéné.

Mezi ziskané patii t.zv. senilni amyloidosa srdce, zjistitelna u 25% lidi nad 80 let
véku, kterd mize vést k mirné formé kardiomyopatie. I za takto mirnou formou se vSak
mize skryvat mutace TTR. Amyloidni fibrily se skladaji z intaktnich molekul TTR ve
smési s mensimi peptidovymi fragmenty.

Geneticky podminené TTR amyloidosy maji autosomdlné¢ dominantni pifenos.
Maximum deposice TTR amyloidu je v perifernich nervech a v myokardu, méné v
ostatnich tkanich. Postizeni ledvin bylo popsano, pfevazn¢ vsak v oblasti diené. Vzhledem
k vyraznému postizeni nervl je zndma pod nazvem familiarni amyloidni polyneuropatie
(FAP). Opakované byla popsana klinicky zadvazna leptomeningealni amyloidosa a deposice
amyloidu ve sklivei, pravdépodobné jako nasledek syntézy TTR epitelem plexus
chorioideus a sitnici. Ke klinické manifestaci dochazi v niz§im véku. Jsou znamy
akcelerované pribéhy s manifestaci ve druhém nebo tetim decenniu. Hladina TTR v
plasmé je snizena.

Ptidatnd (mimojaterni) mista syntézy TTR jsou nejspiSe pfiCinou trvajici produkce
mutantniho TTR u pfipadt 1é¢enych transplantaci jater.

U geneticky podminénych TTR amyloidos s mutaci v heterozygotnim stavu je to
smés normalnich a mutantnich forem proteinu.

Amyloid na basi lehkych fetézcii imunoglobulini (AL amyloidosa, A=amyloid, L=
lehké fetézce)

Pozn. k fysiologii Ig. Popis synthesy sekrece Ig molekuly je zcela mimo ramec tohoto
textu. Zc¢asti odkazuji na zakladni charakteristiky tohoto procesu, zminéné v kapitole
sekrece, tykajici se problému kompletace molekuly Ig jakozto nezbytného piedpokladu
pasaze sekretorickou cestou. Pokud jde o degradacni procesy v obratu Ig (volného nebo po
vazbé na antigen) je detailnich studii velmi malo. Lze ptedpokladat, ze degradace Ig
probiha intracelularné v lysosomalnim systému mononuklearnich fagocytt, do kterych se
dostavd receptorové zprosttedkovanou endocytosou (pfes Fc receptor). O mozné
extracelularni proteolyse Ig neni zndmo nic. Lehké fetézce Ig (kapa a lambda) patii mezi
proteiny velmi bohaté na beta fetézce, coz pfispiva k jejich potencidlni amyloidogenicité.
Zékladni schema molekuly Ig a jejich amyloidogennich ¢ésti je na Obr. 2.

Stavy vedouci k deposici imunoamyloidu jsou charakterisovany piitomnosti
abnormalniho klonu B lymfocyt, produkujiciho monoklonalni Ig. Jde bud’ o klon
nadorovy (nejCastéji jde o mnohotny myelom, nebo obecné o sekrecné aktivni
imunocytom) nebo nenddorovy (t.zv. primarni generalisovand AL amyloidosa charakteru
MGUS — monoclonal gamapathy of undetermined significance).



Biochemicka analysa AL amyloidu ukdzala ptitomnost N-termindlnich Ccasti
lehkych retézcu (variabilnich usekii) nebo jejich fragmenti, vzacné celych lehkych fetézcii
(tedy variabilni i konstantni ¢asti, viz Obr. 2). Ukazuje se, ze k amyloidose vede dvakrat
Castéji typ konfigurace lambda neZz kappa. Vyznamnym predisponujicim faktorem k
fibrilarni agregaci kritickych amyloidogennich fragmentti Ig je také syntéza nekompletni
molekuly Ig. V séru (a v moci) pacientll jsou pak prokazatelné samotné monoklonalni
lehké fetézce (variabilni a konstantni ¢asti), znamé pod historickym ndzvem Bence
Jonestv protein (BJP) (objevil ho r. 1845 Dr. Henry Bence Jones). Tento abnormalni
produkt je vysoce risikovym faktorem v dalsim rozvoji nemoci. Jeho patogenita zavisi na
moznosti jeho dalsi agregace (kovalentni pfes SS mustky, ale zfejmé i nekovalentni),
indukujici dimerisaci. Vzdjemna afinita lehkych retézcu podminujici stuper jejich agregace
zavisi na charakteru sloZeni variabilnich casti. Jednak jde o variabilitu primarni, odraZejici
strukturu antigenniho epitopu (podklad idiotypové variability). Touto primarni
fysiologickou variabilitou se lehké fetézce diametraln¢ odliSuji od molekularné
uniformnich jinych amyloidogennich molekul, na pf. transthyretinu (viz shora). Dale se
ukazuje, ze zdmény aminokyselin v dalSich tsecich (podminéné zarodecnymi nebo
somatickymi mutacemi) vedou k snadné destabilizaci terciarni struktury a k agregaci, na
jejimz konci je fibrila amyloidu . Jde o komplementarni tseky (CR1-3) a o Giseky mezi né
vmezetené (FR - framework regions). Lze tedy piedpokladat i geneticky podminénou
predisposici ke vzniku imunoamyloidu. Tyfo skutecnosti jsou vysvétlenim pomérné nizké
incidence amyloidosy u mnohocetného myelomu, kterd je odhadovana pouze na 10-15%.

Vysokou asociaci s imunoamyloidem vykazuje Asp50 (v oblasti CDR2), Asp31 (v
oblasti CDR1) a obzvlasté nahrada prolinu v posici 40 aminokyselinou hydrofobniho typu
v konservované vmezefené FR2 oblasti. Jsou urcité predpoklady, Ze existuji dalsi
posttranslacni modifikace zvySujici amyloidogenicitu lehkych fetézci, jako stupen jejich
glykosylace. Neni rovnéz zndmo, nakolik jsou lehké fetézce v depositech amyloidu
modifikovany proteolysou.

Ptitomnosti cirkulujicich pfimych prekursori se patogenese imunoamyloidu
odlisuje od ptedchozich generalisovanych amyloidos, u kterych cirkuluji v krvi kompletni
normalni nebo mutované molekuly prekursort amyloidu (viz SAA a TTR amyloidosu).
Ani u imunoamyloidu vSak nelze vyloucit moznost vzniku amyloidogennich fragmenti
proteolysou kompletni monoklonalni molekuly Ig v perifernich tkénich.

Patogeneticky vyznamna jedinecnost cirkulujicich fragmentt lehkych fetézct Ig u
pfipadi s AL amyloidosou byla prokidzéna experimentalné. MySim byly injikovany
monoklonélni lehké fetézce isolované z moci pacienti s AL amyloidosou a bez AL
amyloidosy. Mnohem vyrazné¢j$i amyloidosa s deposici prevazné intaktnich pouzitych
lehkych fetézch byla vyvoldna uzitim BJP z pacientd s amyloidosou, zatimco v piipadé
moce pacientli bez amyloidosy byly vysledky zcela rudimentarni.

Opakované byly popsdny imunocytomy s monoklonalni gamapatii a rozséhlou
intracelularni deposici fibrilarné uspofadanych lehkych fetézct. Cast intracelularnich
deposit bylo v endoplasmatickém retikulu a v membranosnich systémech nélezejicich
sekretorické cesté, Cast v makrofazich a v lysosomdalnim systému celé fady bunécnych
typl. Interpretace téchto vyjimecnych nalezl je obtizna (viz nize).

AL amyloidosa je zndma jako forma generalizovana a forma lokalni tumoriformni.
Distribuce u generalizované formy je povsechna. Agregace do fibril probiha prakticky ve
vSech organech, s vyjimkou CNS. Maximum deposice je v ledvinach, myokardu, slezing,
nadledving, mize byt v jatrech, plicich, ale i v me¢kkych tkanich (kazi, kloubech, karpalnim
tunelu). Byva makroglosie. Miize byt postizen periferni nervovy systém.

Forma lokalni (tumoriformni) se vyskytuje v fad¢ organii (na pf. hrtan, plice,
gastrointestindlni trakt, ale i mozek). Nikdy nelze zcela vyloucit, zda nejde o projev
soucasné probihajici generalisaci amyloidosy

Amyloidogenni fragmenty Ig mohou agregovat alternativnim, neamyloidnim
zpusobem. Jednim z nich, velmi béznym, je agregace BJP ve formé hyalinnich valcu resp.
proteinovych krystalkii v rendlnich tubulech, vedouci k t. zv. myelomové nefrose na
podkladé nefrohydrosy. Tato agregace predpoklada ptesyceni resorpéniho mechanismu v



proximalnich tubulech a precipitaci s Tamm-Horsefalovym glykoproteinem v distalnim
nefronu.

Dalsi alternativni deposici je amorfni generalizovana deposice monoklonalnich
lehkych fetézcl Ig (zejména typu kappa) v neamyloidni amorfni formé. Svym vyrazné
hyalinnim vzhledem vSak amyloid pfipomind. Maximum deposice je v basalnich
membrandch. Barveni Kongo Cerveni je vSak negativni. V elektronovém mikroskopu jsou
deposita amorfni, filamentosni (bez P struktury) nebo mikrotubuldrni. Od amyloidu je
odliSuje, vedle negativity v barveni Konzskou Cerveni, téZ absence sérového amyloid P
proteinu. Pro tato deposita byl v historii pouzit ndzev paramyloid. Vzhledem k tomu, Ze ve
vyjimecnych ptipadech byla prokazéna deposice celého Ig, tedy i tézkych fetézci je tento
stav nazyvan “onmemocnéni z deposice monoklonalnich imunoglobulinii” (monoclonal
imunoglobulin deposition disease, MIDD). Spojeni agregace amorfniho typu a typu
fibrilarniho bylo popséno u nékolika pacientii a svéd¢i o existenci dalsich, pravdépodobné
lokdlnich tkanovych faktort, které se podileji na typu vysledné agregace. Agregace Ig
nastava za téchto stavli generalizované.

V nefropatologii spadd MIDD do SirSi kategorie fibrilarnich/mikrotubuldrnich
glomerulopatii (Kongo negativnich), které mohou byt soucasti generalizovaného postizeni.
Tyto procesy jsou nepochybné heterogenni co do patogenese a rozliSovani je stale zavislé
na morfologii deposit, na kterou zde nelze zachazet (viz literatura).

Obr. 9. Varianty osudu monoklonalniho imunoglobulinu (jednoho z lehkych fetézct)

Posledni znamou variantou osudu monoklonalniho Ig je stav spojeny s jeho
excesivni a prakticky kompletni endocytosou makrofagy (zejména v okoli nadorovych
lozisek). Proto mezinarodné uzivany nazev ,,crystal storing histiocytosis® (i kdyz o krystaly
vzdy nejde). Velmi Casto se na endocytose podili cela fada dalSich bunék, takze jde pak o
generalizovany proces. Takovyto stav lze popisné nazvat generalizované lysosomalni
sttadani monoklonalniho Ig. V lysosomech endocytovany protein v krystalické, amorfni
nebo fibrilarni formé. Fibrily jsou odlisné of fibril amyloidnich.

Obr. 10. Monoklonalni gamapatie (Ig kappa). Endocytosa proteinu dermalnimi histiocyty
Za toho stavu dochdzi také k toxickému poSkozeni tubuldrnich funkci ledvin
endocytovanym monoklonalnim imunoglobulinem, zejména v oblasti proximalnich tubult.
Muze dojit az k nekrose.

Obr. 11. Varianty ultrastruktury lysosomalnich deposit endocytovanych monoklonalnich
Ig

Obr. 12. Typy postizeni ledvin u monoklonalni gamapatie

Imunoamyloid na basi fragmentii téZkych retézcii Ig (AH — amyloid heavy chain) jako
kontrast k AL — amyloid light chain). Doposud byly popsany zcela ojedin€lé ptipady. U
jednoho z nich Slo o téZkou rendlni amyloidosu u star$i pacientky s deposici fragmentu
tézkého tetézce IgG v mesangiu glomerult.

Amyloidosa na basi 2 mikroglobulinu (AB2MG). B2MG je ubikviterni protein
lokalizovany na bunééném povrchu vSech bun¢k v tésné funkéni s molekulami MHC 1
komplexu. Nejde o transmembranovy protein. Patii do kategorie malych proteini (m.v.
okolo 12 kDa). M4 vyrazné¢ zastoupenou [ strukturu. M4 konstantni hladinu v
extracelularni tekutiné. Za normalnich okolnosti je vylucovan ledvinami. Amyloidni
agregace B2MG nastava za stavil trvale zvySené sérové koncentrace, coz nastava prakticky
pouze u dlouhodobé dialyzovanych pacientt. Pfi¢inou je skutecnost ze neprochéazi pory
hemodialyzacni membrany a nasledné se hromadi v extracelularni tekutiné. Tim vznikaji,
vzhledem k vyznamné piitomnosti beta konformace, pfedpoklady pro vznik amyloidu.
Podle dostupnych studii jde asi o 10%-30% vyskyt u dlouhodobé hemodialyzovanych
pacientu.



B2MG amyloidosa ma pomérné typicka predilekéni mista deposice. Jde predevsim
o synovii, chrupavky (kloubni a meziobratlovych desticek) a kostni tkan. To vede ke
klinickému obrazu spondylarthropatie, syndromu karpalniho tunelu, ¢asto i osteolytickych
lozisek (nodularni kostni deposita amyloidu). Predisponujicim faktorem je ziejmé
pritomnost chondroitin sulfatu, ktery v experimentu in vitro vyznamné katalysoval
fibrilarni agregaci P2MG. Viscerdlni lokalizace miliZze byt rozsahla, ale vétSinou je
subklinicka. Postizeny jsou piedevsim cévy. Na deposici f2MG amyloidu je pozoruhodné
resistentni slezina. Deposita amyloidu obsahuji intaktni B2MG (jako dimer), ale popsany
byly i1 zéasti degradované formy. Tink¢éné a ultrastrukturalné jsou deposita typicka.
Amyloid je citlivy na kalium permanganatovou preoxidaci. Amyloidosa na basi lysozymu
(ALys). Doposud bylo popsano jen n¢kolik piipadi. Jde o generalizovanou amyloidosu,
podminénou geneticky (autosomalné¢ dominantni pfenos). Byvaji masivné postiZzend
zejména jatra. Mutace v enzymovém proteinu (Ile56Thr nebo Asp67His) zpusobuje jeho
destabilizaci a fibrilarni agregaci. Vysledky analysy slozeni amyloidu u heterozygott
ukazaly, ze se do fibril agreguje pouze intaktni mutovany protein (nikoliv protein
normalni).

Amyloidosa na basi o Fetézce fibrinogenu (AFib). Alfa fetézec je nejvétsi ze vsech tii
fetézcu fibrinogenu. Je tvofen 610 aminokyselinami. Amyloidosa na basi tohoto proteinu
je zndma pouze v dédi¢né forme. Pfenos je autosomalné¢ dominantni. Postihuje celou fadu
vnitfnich organti (jatra, slezinu, nadledviny), zejména vSak ledviny (je také zvana
hereditarni rendlni amyloidosa), kde masivné postihuje glomeruly. Periferni nervovy
systém neni postizen. V depositech amyloidu u heterozygotni mutace byla prokazatelna
pouze mutantni forma proteinu.

Amyloidosa na basi cystatinu C (ACys). Cystatin C je inhibitorem cysteinovych proteas
(kathepsint B,H.L). Jde o neglykosylovany polypeptid o 120 aminokyselinach. Je
produkovan celou fadou bunéénych typli, v€etné¢ monocytil. Je pfitomen ve vSech télnich
tekutinach, véetné cerebrospinalniho likvoru (koncentrace 6.5 mg/l). Mutantni cystatin C je
enormné ndchylny k dimerisaci, kterd je ireversibilni, vede k afunkcnosti proteinu a
usnadiiuje fibrilarni agregaci. Amyloid obsahujici degrada¢ni produkty mutantniho
proteinu se deponuje generalizovang. Jde o systémovou amyloidosu s postizenim fady
organi i mimo oblast jejich cévni sité. Po diagnostiku je vyuzivana kaze, ve které je
deposice prokazatelnd v oblasti basadlnich membran okolo koZnich adnex, okolo adipocytil
a ve sténé cév. Masivné jsou vSak postizeny meningedlni a cerebralni cévy, coz je
podkladem cévnich ruptur a mozkovych hemorrhagii. Jednotka byla nazyvana hereditarni
je biologicky termin systémova amyloidosa na basi cystatinu C. Pfiznacnd je sniZzena
koncentrace cystatinu C v télnich tekutinach. V neuropilu k deposici amyloidu nedochazi
(miize byt vSak pfitomna nespecifickd deposice amyloid beta proteinu, umérna véku).

Monocyty pacientil vykazovaly v tkdnové kultufe sniZenou sekreci cystatinu C, coz
by mohlo vysvétlit jeho snizenou hladinu v extracelularni tekuting

Cystatin C se vSak mize sekundarné¢ akumulovat v depositech amyloid  proteinu u
Alzheimerovy nemoci.

Amyloidosa na basi ApoAl (AApoAl). ApoAl je kvantitativné nejvice zastoupeny
apoprotein tfidy HDL. Jde o protein o 243 aminokyselinach, produkovany enterocyty,
hepatocyty a celou fadou dalSich bunék. Mutantni protein je pomérné vysoce
amyloidogenni. Deposice amyloidu je generalizovand, s maximem v ledvinach (Casté je
renalni selhani), jatrech a srdci (byva fatalni kardiomyopatie) a ve slezin€é. V ledvinach
byvd maximum deposice mimo glomeruly. Velmi ¢asto se popisuje kozni deposice
amyloidu (difusni nebo papularni). Téz postiZzeni laryngu bylo opakované popsano. Bézné
se nazyva non-neuronopatickd dédicnd generalizovand amyloidosa, i kdyz postizeni
perifernich nervli bylo opakované popsano. Postizeni se manifestuje jiz v heterozygotnim
stavu (autosomdlné¢ dominantni pfenos) a mize se manifestovat v mladi jiz od druhého



decennia). V amyloidu byl ve vsSech doposud studovanych ptipadech pfitomen N
termindlni usek mutantniho proteinu, obsahujici pfiblizn¢ 80 aminokyselin a to 1 v
amyloidnich depositech u heterozygotli (divoky protein, produkt divoké alely, na
amyloidose neparticipoval). U pacientl s rendlnim a kardidlnim selhdnim se osvédcila
transplantace.

U této amyloidosy byla sledovdna kinetika mutantniho proteinu ve srovnani s
proteinem normalnim. Bylo zjiS§téno, Ze mutantni protein je rychleji eliminovan z plasmy,
ale moci je vylu€ovéano podstatné mén¢ degradacnich produkti nez je tomu u paralelné
studovaného normalniho proteinu. Odpovidd to predstavé, ze mutantni protein je
agregovan v mase amyloidu a Ze je nasledkem toho minimalné degradovan.

Divoky protein se deponuje v aortalni intime a je spolu s medinovou amyloidosou v
medii aorty (viz amyloidosa na basi medinu) podkladem aortalni amyloidosy zé&vislé na
véku. Amyloid se deponuje zcasti ve form¢ difusni, z¢asti ve form¢é mikronodularni.
Existuji néznaky, Ze by ApoAl intimalni amyloid mohl vykazovat vazbu na stupeii
aterosklerosy. Deposice amyloidu na basi ApoAl (N termindlni ¢asti proteinu) byla
prokazédna i meniscich kolenniho kloubu jako isolovany proces. Amyloidni agregace
divokého proteinu ApoAl je podkladem plicni amyloidosy pst.

Amyloidosa na basi Apo AIl (AApoAll). Jde o geneticky podminénou amyloidosu,
postihujici ledviny a myokard. Zdlraziluje se postiZzeni cévni stény v mnoha orgénech.
Doposud byly popsany ojedinélé ptipady.

Amyloidosa na basi Apo AIV (AApoAlV) nebyla zatim popsdna v samostatné formé.
Amyloid na teto basi byl neddvno popsan jako soucdst kombinované amyloidosy
(kodeposice u ATTR) u velmi staré¢ zeny. Oba amyloidy se deponovaly nezavisle. Neslo o
mutantni proteiny.

Amyloid na basi gelsolinu (AGel). Gelsolin je protein regulujici rist filamentosniho
aktinu (aktinu F). Obecné je povazovan za jednoho z regulatorti motility bun¢k. Defekt je
provazen sniZzenou bunécnou motilitou. Hlavnim mistem jeho pusobnosti je tedy cytosol.
Vedle toho vsak existuje sekre¢ni forma gelsolinu, jejiz funkei v plasmé je ochrana pred
aktinem uvoliiovanym z rozpadlych bunék, ktery by spontdnné excesivné polymerizoval.
Ob¢ tyto formy jsou alternativnim produktem jediného genu. Jedna z forem si uchovava
signalni peptid a prechazi do sekrecni drahy bunky (sekrecni, sérova forma), druhd zistava
v cytosolu. Normalni koncentrace sérového gelsolinu je okolo 220 pgr/Im.
Cytoplasmaticky gelsolin je produkovan celou fadou bunécnych typt, zejména bunkami
svalové tkdné. Amyloidosa na basi gelsolinu je autosomalné¢ dominantni onemocnéni s
rohovkovou dystrofii a polyneuropatii, poc¢inajici vétSinou jako paresa horni vétve licniho
nervu. Amyloid se za téchto okolnosti uklad4 v rohovce, v nervech a v nékterych dalSich
organech. Pfevladd deposice v basdlnich membrénach cév. Vzhledem k autosomalné
dominantnimu pfenosu je i heterozygotni stav klinicky manifestni. U homozygotli byva
molekularni Grovni. U gelsolinové amyloidosy (finskd familidrni amyloidosa) je hlavnim
patogenetickym momentem mutace v oblasti proteinu, ktera je spolecna obéma jeho
uvedenym variantdm. Sekre¢ni varianta je vSak v prub&hu sekrecniho procesu diky mutaci,
odkryvajici nova $t€épna mista, odlisné¢ proteolyticky zpracovana. Tim je vysStépen prave
amyloidogenni usek 71 aminokyselin, ktery agreguje do amyloidnich fibril. Timto
abnormalnim proteolytickym zpracovanim musi vzniknout i deficit protektivni funkce
sérového gelsolinu. O piipadné dysfunkci mutantni cytoplasmatické isoformy nejsou
presveédcivé doklady.
Gelsolin byl imunohistologicky prokazan v neuronalnich Lewyho téliscich.

Topicky omezené (organové, isolované) amyloidosy
Jde o stavy charakterizované deposici amyloidu, jehoz stavebnim kamenem je
transmembranovy glykoprotein (ev. jeho sekre¢ni forma), endokrinné aktivni polypeptid



nebo pruvodni peptid sekre¢niho granula. Spole¢nym rysem je lokalni charakter amyloidu.
Fibrily amyloidu jsou deponovény v pericelularnim prostoru butiky produkujici amyloid.
Za vyznamny podpulrny faktor se povazuje nadmérna stimulace k sekreci amyloidogenniho
proteinu, piipadné jeho vice amyloidogenni molekuldrni varianty a pfitomnost latek
podporujicich fibrilarni agregaci. Urc¢itou vyjimkou v této skuping jsou prionové amyloidy,
které jsou vSak vyrazn€ topicky omezené na CNS. Patfi se zdiraznit, Ze i amyloidosy
projevujici se standardné generalizované mohou mit lokélni isolovanou variantu, jak to
bylo opakované popsino u AL amyloidosy. Vysvétleni proto chybi, nutno vSak
predpokladat, Ze monoklonélni Ig je efektivné agregovan do amyloidnich fibril v okoli
patologického klonu B lymfocytil,

Cerebralni amyloidosy (neurocentrické a angiocentrické) na basi t. zv. cerebralniho
amyloidniho prekursorového proteinu (APP). Tyto amyloidosy jsou topicky omezené
na mozkovou tkan, pfesto, ze kriticky amyloidogenni protein je ubikviterni.

APP je transmembranovy protein, produkt jediného genu (lokus je na 21.
chromosomu). Jeho struktura odpovida v zasadé membranovému receptoru. Sklada se se z
695-770 aminokyselin. Variabilita je dana sestfihovymi variantami, s vystfizenim exont 7,
8 a 15 v rizné kombinaci (obr. 4).

Terminologie: APP amyloid prekursor protein, APP695/751/770 isoformy APP s
uvedenou délkou aminokyselinového fetézce, sSAPP sekretoricka forma APP proteinu, ABP
amyloid beta protein (t¢Z A4 kde cislovka odrazi mol. hmotnost 40 kD), ABP1-43
informace o maximélni délce Fetézce. Cisla udavaji pocet aminokyselin (zde maximalni),
P3 je fragment fysiologické cesty Stépeni a sekretasou (jde o fragment ABP17-42)

APP695 (vystiizeny exony 7 a 8) je povazovan za typickou neuronélni isoformu.
APP751/770 isoformy jsou pievazné koncentrované v nonneuronalnich elementech. Jde o
celou fadu tkani, na pt. tkan svalovou, aortu, pankreas, leukocyty, zvlast¢ pak a granula
desticek (viz nize nexin). V mozku jsou tyto isoformy zejména silné zastoupeny v glii.
Jejich sekretoricka forma APP (viz nize) ma neuroprotektivni a obecné neurotropni ucinek.

N konec APP a pievdznd Cast fetézce je extracelularni, na C konci je kratky
transmembranovy usek zakotveny do bunééné membrany. Do cytoplasmy ¢ni jen nepatrny
termindlni C tusek. Protein mad nékolik funkénich domén. Kritickym amyloidogennim
usekem je pericelularni usek, tvoreny 39-43 aminokyselinami, zc¢asti zakotveny do bunécné
membrany, nazyvany primo “amyloid B protein” (ABP).

V pisemnictvi je zmiflovano né€kolik dalSich variant ABP. T. zv. appican je
sestfihova varianta, s navdzanym fetézcem chondroitin sulfatu (sestfihova varianta s
vystiizenym 15. exonem). Takto vznikly variantni produkt APP piedstavuje proteoglykan.
Je ubikviterni, v mozku vSak byla jeho produkce prokdzana pouze v astrocytech.

Nexin Il je varianta APP obsahujici jednu z variabilnich domén APP, t. zv.
Kunitziiv proteasovy inhibitor, KPI). Jde o sekretorickou variantu vyse uvedenych
isoforem APP751/770. Ma charakter proteasy, piitomné v celé fad¢ tkani, v€etné mozku.
Ma dilezitou roli v hemokoagulaci. Je bohat¢ zastoupen v a granulich krevnich desticek.

Funkce APP. V neuronech hraje transmembranovy APP pravdépodobné roli v
synaptogenesi v prub¢hu embryondlniho vyvoje a ma nepochybné fadu funkcei, spojenych s
pirenosem vzruchu a protekci neuronti pied inzulty nejriiznéjSiho druhu. Sekretoricka forma
je indukovana depolarizaci neurondlni membrany a ma ziejmé roli v pfenosu vzruchu.
Nekteti se domnivaji, ze ABP moduluje, po uvolnéni do extracelularniho prostoru, aktivitu
receptoril. Nic neni zndmo o funkci isoforem APP v glii, ve které je bohaté exprimovan,
zejména ve formé asociované s chondroitin sulfatem (appican).

Velmi propagovana je teorie, podle které hraje transmembranovy APP roli v
mezibunéném kontaktu neuronalnich i non-neurondlnich bunék. Funkce APP v jinych
bunécnych typech je zndma velmi malo s vyjimkou nexinu II (viz shora).

APP byl prokazan v sekrecnich granulich neuroendokrinnich bunék bovinni diené
nadledvin, tedy v bunééném sekretorickém systému velmi blizkém sekreci neurondlni (viz
oddil sekrece), ve které¢ hraje APP zfejmé& velmi diilezitou roli (viz nize).



Syntesa APP probiha klasickym zplisobem na ribosomech, pomoci signalniho
peptidu je translokovan do endoplasmatického retikula, dale do Golgiho aparatu. V
transgolgi zon¢ se APP transportuje jako transmembranovy protein konstitucionalni
sekreci na bunénou membranu, do které je inkorporovéan. V neuronech je transportovan
axonalnim transportem do synaptickych oblasti nejen intracerebralné, ale i do perifernich
nervl. NaruSeni axondalniho transportu miize mit za nasledek stagnaci APP v pribchu
axonu. V presynaptickych oblastech je lokalisovan na axolemé a participuje na recyklaci
synaptickych vackit spolu s jejich integralnimi membranovymi proteiny (synaptofysinem,
synaptogaminem a SV2), od kterych se ma nasledné oddélit a putovat cetrifugadlné do
oblasti perikarya neuronu. Do dendritl je transportovan velmi pomalu. U sekretorické
varianty podléha parcialni proteolyse sekretasami jiz v pribeéhu sekre¢ni cesty (viz dale).

Vedle transmembranové formy APP existuje fysiologicka forma sekrecni (sAPP),
vznikajici bud’ odstépenim prakticky celé periceluldrni ¢asti transmembranové (in situ)
lokalizovaného APP nebo jiz v pribéhu sekretorické cesty. Tato proteolytickd uprava se
odehrava bud in situ v bunééné membrané¢ (Gdajné vSak probihd prevazné v
nonneurondlnich elementech) nebo k ni mize dojit, jak se ukazuje, jiz v pribéhu sekrecni
cesty, tedy intracelularné (zejména v neuronech, viz nize). Veskera znama proteolyticka
uprava APP je realizovana tfemi proteasami, t. zv. sekretasami (a, 3, y). Sekretasy o a f3
odstépuji extracelularni ¢ast APP od casti zakotvené transmembranove, ¢imz vedou ke
vzniku sekretorickych forem. Alfa sekretasa §tépi APP v oblasti 16. aminokyseliny AP
segmentu - zhruba uprostied kritického amyloidogenniho useku. Jeji aktivita tedy velmi
dobrou prevenci vzniku celistvého amyloidogenniho APP. Variantni “processing” [
sekretasou, zejména v kombinaci s y sekretasou vystépi kriticky amyloidogenni ABP
segment (viz obr.13). Pomér mezi fysiologickou o Upravou a ostatnimi variantnimi
amyloidogennimi Upravami se muze za riznych okolnosti ménit. Je zndmo, ze ABP je
konstitucionalné produkovan i za normalniho stavu a v malém mnoZstvi prokazatelny v
extracelularni tekutiné, vietné mozkomisniho moku. Jeho produkce mize kolisat v
zavislosti na nékterych stresovych bunéénych situacich (viz nize).

K fixaci amyloidogenni cesty se zvySenou produkci kritického APP dochazi
autosomalné dominantnimi mutacemi v APP proteinu (zejména v oblasti proteinu
obsahujiciho $tépné misto pro a sekretasou) a v presenilinech - proteinech asociovanych
doposud ne zcela jasnym zplisobem s Upravou, transportem a cilenim APP buiikou (viz
nize).

Uspokojivé vysvétleni amyloidogenni cesty na irovni buiiky vSak doposud chybi.

Existuji pozorovani, dle kterych je amyloidogenni ABP (zvlaste pak delsi varianta o
42 aminokyselindch) uvolnén z APP jiz v pribéhu translokace endoplasmatickym
retikulem, ¢i Golgiho aparatem, tedy pred inserci APP do bunééné membrany a nezavisle
na lysosomalnim systému. Soucasné¢ to ukazuje, Ze ptisluSné proteolytické enzymy mohou
APP upravovat jiz prubéhu sekrecni drahy. Je pravdépodobné, Ze toto predCasné uvolnéni
ABP muze byt za nékterych okolnosti vystupniovano a vést k zvySené sekreci
amyloidogenniho peptidu.. Za zminku stoji i transgenni experimenty prokazujici, ze zména
poméru sestithovych isoforem APP ve prospéch APP770/751 ve smyslu jejich zvySeni
oproti normalnimu neurondlnimu APP695 vedly k tézké formé AD. Zména poméru byla
vyvolédna cilenou mutagenesou v intronech.

Mén¢ jasnd je role lysosomalniho aparatu v produkci APP amyloidu. Pokud by
nedoslo k upravé transmembranové situované¢ho APP a sekretasou, nastoupila by sekretasa
B, ktera by odd¢lila objemny N termindlni konec pfed ABP usekem. Ten by se pak s celym
C - terminalnim zbytkem molekuly spolu se zakotvujici ¢asti bunééné membrany procesem
endocytosy dostal do lysosomu, kde by ho uvolnila y sekretasa. Nékteré experimenty vSak
sved¢i pro piimé cileni signifikantni ¢asti APP do lysosomil jiz v prabehu sekrecni cesty.
Zakonitosti téchto procesii jsou v§ak dosud velmi malo zndmé.

Fragmenty APP byly prokdzané v neurolysosomech u nékterych lysosomalnich
enzymopatii spojenych s tvorbou residudlnich lipopigmentovych télisek (neurondlni
ceroidlipofuscinosy, normalni neurolipofuscin - age pigment). Experimentalni prace



nanacuji velmi obtiznou degradabilitu APP v lysosomech, coz mize k fenoménu
lysosomalni akumulace amyloidniho peptidu pfispivat.

V pripade cerebralni ABP amyloidosy (AB) jde obecné biologicky o spontanni
proces, probihajici trvale v malé intensité v dospélosti a vedouci ve stafi, zcela subklinicky,
k amyloidnim depositiim v t. zv. senilnich placich a v cévach. Situace je zcela analogicka
progresivni deposici amyloidu v fad€ jinych orgént (viz nize). Tento basdlni spontanni
proces muze byt akcelerovan celou radou faktoru a vést tak k progresivni destrukci
neuronalni a cévni sité a tim k zavaznym klinickym zménam, jejichz dominantnim projevem
je demence. Tato klinicko patologicka jednotka se nazyva Alzheimerova nemoc (AD).

Alzheimerova nemoc ve formé sporadické je nejcastéjsi pricinou demence u starych
lidi. Jen asi 2-7% je podminéno dédicnou poruchou, ma familiarni charakter a rychly
pribéh s manifestact ve stiednim véeku.

Odliseni subklinicky probihajicich senilnich zmén od subklinické formy AD na
zéklad€ neuropatologickych zmén je nemozné, nebot’ veskeré degenerativni zmény (viz
nize) jsou spolecné, takze rozliSeni je v soucasné dobé mozné na podklad¢ kvantitativnich
rozdilii (dalsi podrobnosti viz neuropatologické monografie).

Akcelerujici faktory nepodminené geneticky. Ke zvysené produkci ABP dochdzi v
mozku obecné za stavii oznaCovanych souhrnné jako bunécny stres. Jde o ischémii, stavy
spojené¢ s traumatem mozku, ¢i energetickou deprivaci nejriznéjsSiho druhu, nebo o
variabilni lokélni faktory typu zmény pH, vlivu iontd téZkych kovi, pfi kterych dochazi k
aktivaci $tépeni B sekretasou. Pravdépodobné nejdilezitéjsi jsou vlivy, které usnadiuji a
katalysuji fibrilarni agregaci nadmérné produkovaného ABP. Kumulace téchto faktori je
pravdépodobné podkladem procesu amyloidni deposice spontanné probihajici s vékem.
Vyznamnym akcelerujicim faktorem je pfitomnost isoforem apoE4 (viz nize). Je dobré
zdiiraznit, ze vyrazna akumulace nefibrilarniho ABP byla opakované prokazana u velmi
starych osob, u kterych nebyly za zivota patrné Zadné znamky demence.

Faktory geneticky podminené. Pienos je ve vSech téchto piipadech autosomalné
dominantni. Jde jednak o vyznamné faktory modifikujici a o faktory kausalni, podminujici
familiarni vyskyt, ¢asny vznik a fatalni prabéh cerebralni amyloidosy (familidrni AD -
FAD). K soucasnému datu je akceptovano 11 odliSnych genetickych faktorti (viz OMIM),
z nichz jsou nejprobadanéjsi a nejvyznamnéjsi nasledujici.

Isoformy apoE (kodovaného na chromosomu 19), zvlasté pak kombinace E4/E4,
povazovana za faktor usnadiujici fibrilarni agregaci. Jde o faktor modifikujici, nikoliv
faktor kausalni.

Apo E je produkovan celou fadou bunéénych typt. V CNS je to astroglie, mikroglie
a neurony samotné. Isoforma 4 je povazovana za patologicky chaperon zvySujici beta
konformaci ABP a usnadiujici jeho fibrilarni agregaci. Isoforma 2 pusobi v opaném
smyslu.

mutace v lokusu APP (lokus je na chromosomu 21), zejména v oblasti kodujici
APBP, v mistech, kde $tépi a sekretasa.

trisomie 21. chromosomu (Downuv syndrom). Patogenetickym faktorem je
abnormalné zvySend produkce APP, dana triplicitou lokusu. U osob s Downovym
syndromem se v patém decenniu rozviji cerebralni amyloidosa se vSemi rysy
Alzheimerovy nemoci. V mozcich pacientli s Downovou chorobou bylo prokdzano
signifikantni zvySeni transkriptu APP proti kontrolam.

mutace v genu pro presenilin 1 (lokus na chromosomu 14).

mutace v genu pro presenilin 2 (lokus na chromosomu 1).

Mutace zminénych proteind zodpovidaji za 70-80% AD s cCasnym zacatkem.
Pribéh je velmi rychly a fatdlni. Mechanismus akcelerace nemoci mutacemi v téchto
proteinech neni doposud objasnén.

Preseniliny jsou transmembranové ubikviterni proteiny o doposud ne zcela znamé
funkci. Jsou normalnimi konstituenty neurondlniho perikarya. Presenilin 2 je zcasti
homologni s presenilinem 1. Soucasné poznatky svéd¢i pro jejich uzky vztah ke y sekretase



v tom smyslu, Ze oba predstavuji samotny enzym, S§té€pici intramembranové useky
transmembranovych proteinli. Tim je v soucasnosti nahrazen ptivodni ptedpoklad jejich
neenzymového charakteru. Lze tedy dedukovat, ze mutace v presenilinech, vedouci k
urychlené Alzheimerové nemoci, nevedou ke ztraté katalytické aktivity, ale k prevaznému
vystepovani amyloidogenniho useku v membrané neuronu. Jde de facto o kvalitativni
poruchu sekre¢niho mechanismu na basi ,,ectodomain shedding* (viz Gvod).

Spolecnym jmenovatelem vSech stavii je v prvé iadé zvySend produkce ARP,
zejména ietézce o 42 aminokyselindach (APPI1-42,.), vystupriovand zejména u geneticky
podminénych forem nemoci a zejména existence faktorii, usnadiujicich jeho fibrilarni
agregaci.

Agregace APP do fibril je d& pomérn¢ slozity, vyznacujici se nékterymi
specifickymi rysy. Jde pfedev§im o chemické reakce, pfi nichZ dochéazi k produkcei volnych
radikali a k poskozeni okolnich bun¢k. Tyto privodni chemické reakce jsou nejspise
jednim z faktorii podminujicich toxicitu agregujiciho (nikoliv jiz agregovaného) ABP. Pro
precipitaci amyloidu a vznik mikroskopicky detekovatelnych lesi je nutné vytvoreni
primarniho fokusu (nidus) ptekonanim kritické koncentrace APP, ktery pak piisobi jako
nukleacni faktor. Fibrilarni agregace je tedy pouze jednim ze dvou fyzikalnich stavii ABP,
amorfniho a fibrilarniho. Toto je situace v patofysiologii amyloidu neobvykla. Naznacuje,
ze fibrilarni agregace vyzaduje v mozkové tkani specialni podminky (viz tézZ priony). Tato
situace mize byt v patogenese amyloidos (i mimo Alzheimerovu nemoc ) velmi casta. O
positivnim vlivu imunizace proti ABP na prubéh Alzheimerovy nemoci je stru¢na zminka v
uvodu.

V extracelularni tekutiné je APP pfitomen fadoveé v nizkych (nanomolarnich)
koncentracich a to jak za normy, tak u Alzheimerovy nemoci. V pokusech in vitro vSak
nastava spontanni agregace ABP v koncentracich tisicindsobnych. To ukazuje na nutnot
existence endogennich faktort snizujicich kritickou koncentraci. Za takovéto faktory jsou
povazovany nékteré z molekul, které jsou v depositech prokazatelné.

Pokud jde o samotny APP, varianta o 40 aminokyselindch agreguje do fibril
podstatné pomaleji nez varianta s 42 aminokyselinami.

Primeési jsou z&asti stejné jako v amyloidech obecné: sérovy protein P, heparan
sulfat, produkty astrocytl apoprotein E (zejména zminéna isoforma 4), ptisobici ve smyslu
amyloidogennim, dale apo J (clusterin), opét produkt astrocytli, piisobici ve sméru
antiamyloidogennim. Dlouho znamou piimési je Clq komplementu (produkovany
aktivovanou mikroglii) a acetylcholinesterasa.

Lokalizace amyloidu. Je pozoruhodné, Ze cerebralni amyloidosy, jakozto topicky
omezené amyloidosy, maji ¢astecné i rysy generalizované poruchy. Zvysena produkce AP
(nikoliv fibrilarni deposice) u geneticky podminénych forem AD byla prokdzéna i v
kultivovanych koznich fibroblastech. Tato zvySend produkce je pfi¢inou zvySené
koncentrace ABP v tkanovych tekutinach, véetné mozkomiSniho moku za téchto stavi.

Experimentalné byla prokazana moznost transportu ABP ptfes hemoencefalickou
barieru jak samostatné, tak vSak zejména v asociaci s apoproteinem J (clusterinem).
Rovnéz asociovan s apoE4 muze byt transportovan pies tuto barieru do CNS (nikoliv v
asocioaci s apo E2, E3). Existuje dokonce nazor, ze ABP je produkovan extracerebralné, je
transportovan do CNS pies hemoencefalickou barieru a v mozku precipitovan do fibril.

Deposita ABP byla v serii 11 pfipadl nalezena v kiizi a ve stfevni stén¢ okolo cév a
ve vazivu. Tato deposita méla charakter preamyloidu, t.j. vykazovala specifickou reakci s
protilatkou proti ABP, ale nebyla kongofilni a tudiz ani fibrilarni.

Deposice ABP amyloidu v mozku probihda ve dvou odlisSnych lokalizacich: ve
vztahu k neuronalni siti (neurocentricky) a v cévni stené (angiocentricky). Je to ziejme
vyrazem toho, ze vedle neuronti, které jsou nepochybné¢ vyznamnymi producenty ABP je
APBP produkovén i elementy cévni stény mozkovych a leptomeningeélnich cév. Soucasné
dochdzi, na rozdil od jinych typu cerebralnich amyloidos (viz priony) intraneuronalné k
fibrilarni transformaci t proteinti do fibril.

1. Neuropil Sedé hmoty - neurocentricka deposice. Hlavnim producentem ABP v
této lokalisaci jsou neurony. ABP se hromadi ve dvou odliSnych formach.



Jednou z nich je forma amorfni, identifikovand nedavno, ve které se uklada bud’
difusné v urcitych oblastech kiry nebo ve form¢ klasickych drobnych dispersnich lozisek,
t.zv. plakl (t.zv. difusni plaky). Tato loziska nejsou detegovatelna Kongo cerveni ani
Thioflavinem S, pouze imunohistologicky. Je vSeobecna tendence je povaZovat za
prekursory plakti amyloidnich. V senilnich placich jsou obecné velmi Casta vétsi deposita
APP v dystrofickych neuritech jako néasledek naruseného axondlniho transportu v
degenerujicich neuronech (viz shora). V nékterych neuronech bylo u Alzheimerovy
nemoci prokdzano hromadéni APP (tedy prekursorového [ proteinu) v neurondlnim
perikaryu, zejména v nc. basalis Meynerti.

Druhou je forma fibrilarni s klasickymi amyloidnimi fibrilami, vykazujicimi
Kongofilii se zelenym dichroismem a typickou ultrastrukturou v EM. Tato forma je
pfitomna ve formé plakl, zvanych klasické. Plaky difusni (zvané téZ nékterymi autory
preamyloidni) a klasické (amyloidni) se vyskytuji pfevazné oddélené, jejich piekryv je jen
casteCny. Dalsi detaily o jejich slozeni a vztahu k dystrofickym neuritim a neurofibrilarni
degeneraci neuronti presahuji ramec tohoto textu. Ve spektru variant ABP v amyloidu
neuropilu dominuje ABP1-42.

Obr. 13 . Schema $tépeni APP
Obr 14. Deposita amyloid B proteinu v kortexu u Alzheimerovy nemoci

2. Angiocentricka deposice (cerebralni amyloidni angiopatie - CAA, téz kongofilni
angiopatie). Za hlavniho producenta ABP ve sténé mozkovych a leptomeningedlnich cév
jsou povazovany builky hladkého svalu a pericyty. U obou byla prokdzana schopnost
produkce APP. V amyloidnich depositech cévni stény dominuji krat$i formy ABP (ABP
40). Amyloid je ukladan primarné do basalnich membran. Deposice amyloidu za¢ind v
zevni Casti stény. Postihuje piedevSim leptomeningeédlni cévy a cévy kiry mozkové.
Hloubé¢ji situované cévy v mozkovém tkani jsou postizeny vzacné. Deposice amyloidu je
provazena degenerativnimi  zménami, oslabenim cévni stény a  poruchou
angiopatie je mozkova hemorrhagie, vétSinou atypicky lokalizovand (mimo basalni
ganglia). Deposice amyloidu jde spole¢né s deposici amyloidu v neuropilu a je tedy
integralni soucasti Alzheimerovy nemoci. CAA muze v nékterych ptipadech vyrazné
dominovat (kongofilni angiopatie bez demence je prokazatelna u 60% starSich lidi).

V rdmci AD existuje varianta zvand hereditdrni mozkova hemorrhagie s
amyloidosou - Dansky typ, pfedstavujici ustidleny fenotyp s naprostou pievahou
angiocentrickych zmén nad zménami neurocentrickymi. Zodpovédné jsou mutace
postihujici 21. (glycin za alanin) nebo 22. (glutamova kyselina za glutamin) aminokyselinu
APBP. Selektivni postizeni cerebralnich a leptomeningeéalnich cév postrada vysvétleni. V
cévach mimo mozek neni amyloid na basi ABP prokazatelny.

Obr. 15. Alzheimerova nemoc. Deposice amyloid 3 proteinu v cévni stén¢ artérii

3. Intraneuronalni fibrilogenesa. Deposice ABP amyloidu je provdzena amyloidni
transformaci neuronalniho t proteinu (protein asociovany s miktotubuly). Pfi¢inou této
transformace je trvale udrzovany hyperfosforylovany stav 1 proteinu (pravdépodobné
nedostateCna defosforylace). V tomto stavu nemuze nastat jeho fysiologickd asociace s
mikrotubuly. Takto hyperfosforylovany t protein se nasledné agreguje do fibril, které
vytvareji intraneuronalné t.zv. parova helikalni filamenta (paired helical filaments, PHF),
jejichz dalsim stadiem jsou NFT (neurofibrillary tangles), ve kterych jsou ptfitomny vedle
PHF 1 jednoducha filamenta. Tinkci odpovidaji PHF a NFT amyloidu - jsou kongofilni a
indukovany dvojlom ma =zeleny dichroismus. Odpovidd to prikazu [ struktury
roentgenovou difrakei.

V PHF je vedle t proteinu piitomen dle nékterych autort i APP, alfal
antichymotrypsin, heparan sulfat, fibroblastovy rtstovy faktor, apoE a ubikvitin.
Ubikvitinace naznacuje tendenci k degradaci PHF v proteasomu. Popsdna byla i



neenzymaticka glykosylace t proteinu v PHF. Heparan sulfatu se pfisuzuje vyznamna role
v katalyse ireversibilni fosforylace t proteinu a tim nepfimo v katalyse dalSich zmén. Proti
extraneurondlnimu amyloidu vSak udajné chybi SAP.

Struktura analogickd NFT byla prok4dzéna v n&kterych nonneuronalnich bunikach v
prabéhu procesu starnuti (viz senilni amyloid).

Obr. 16. Akumulace hyperfosforylovaného Tau proteinu v neuronech.

Schema vyvoje zmén u geneticky podminéné Alzheimerovy nemoci

1. molekularni uroven (primarni patologicke zmeny na urovni DNA)

(mutace v APP genu / mutace v genu PS1, PS2, ev. v dalSich genech)

pfevaha amyloidogenni cesty se zvySenou sekreci ABP (pfevaha [ a y sekretasy nad a
sekretasou),

zejména jeho amyloidogennich variant (ABP1-42)

produkujici buiiky: neuron a nonneuronalni bunky

ovlivnéni modifikujicimi faktory

(apoE isoformy, komplementem, cytokiny)

l

preamyloidni deposice nefibrilarni ABP v neuropilu (neurocentricky, formovani difusnich
plak) a v cévach — podle dosavadnich studii probiha bez jakychkoliv znamek demence a
neurologického postizeni

dalsi ovlivnéni shora zminénymi modifikujicimi faktory

!

precipitace do_fibril se soucasnym toxickym pusobenim na okolni elementy, zejména
neurondlni, vznik amyloidnich plaki a intraneuronalni poruchy t proteinu s nastupem
neurofibrilarni degenerace a vznikem PHF, v konecném stadiu rozpad neuritii a zanik
neuronu - demence

(n&ktefi autofi predpokladaji, Ze toxicita je vazéna na intermediarni stadia v tvorbé
amyloidnich fibril)

Amyloid na basi BRI proteinu (Abri). Jde geneticky podminénou poruchu zvanou
Britské4 familiarni demence, resp. danska familiarni demence, obé na spolecném podkladé
amyloidosy vzniklé z transmembranového neuronalniho proteinu (je pfitomen za
normalnich okolnosti i mimo neurony, ale tam k prokazatelné¢ deposici amyloidu
nedochézi. Na tkanové urovni je obraz deposice a distribuce analogicky Alzheimerové
nemoci. Amyloid je tvofen fragmentem abnormalniho BRI proteinu zvaném ABri,
kédovaném BRI2 genem. V piipadé danské varianty se fragment, odlisné struktury, ale ze
stejného vychoziho proteinu BRI oznacuje Adan. V obou piipadech je deposice jak
neurondlni tak cévni.

Amyloid na basi prioni (APrP) . Priony (nazev je odvozen od jejich infekéni a
proteinové povahy) jsou normalni komponentou celé fady tkéani, zejména tkané¢ nervové.
Jde o proteiny skladajici se primarné¢ z 253 aminokyselin, kddované jedinym genem
(mnoZzné Cislo znamena existenci isoforem, danych posttranslaénimi modifikacemi: riznou
proteolytickou modifikaci a/nebo glykosylaci). Jsou produkovany jako sekretorické
proteiny, resp. sialoglykoproteiny a jsou cileny vesikularnim transportem do bunécné
membrany. V neuronech putuji axondlnim transportem do vyb&zki. Maximalné jsou
koncentrovany v oblasti synapsi. V bunéné membrané jsou zakotveny svym C
terminalnim koncem pomoci GPI (glykosylfosfatidylinositolu). Zpétnym membranovym
tokem pii endocytose se dostavaji do lysosomi a predpoklada se jejich recyklace mezi
témito kompartmenty. Jejich funkce je nezndma.

V lymfocytech se udajné zucastni na procesu aktivace mitogeny. U mySi s
vyfazenym prionovym genem nebyly v prubéhu pokusu zjistény zddné podstatné funkéni
nebo struktualni zmény CNS, projevovaly se u nich jen nevyrazné poruchy denniho rytmu,
poruchy spanku a poruchy paméti.



Molekula prionového proteinu se muzZe stat patogenni (a infekcni) posttranslacni
zmeénou své konformace, aniz by se zmenila jeji primarni struktura. Fyziologické priony
maji minimdlni zastoupeni B struktury (beta struktura 3%, alfa helix 42%), zatimco u
“patogenniho prionu” je B struktura strukturou dominantni (43%, proti alfa helixu 30%, viz
téz obr. 6). Zména konformace vyzaduje znacné mnozstvi energie a neni vylouceno, ze
muze byt katalysovana dalsim faktorem, naptiklad proteinem typu chaperonu.

Zmeéna konformace je pokladana za hlavni patogenni moment ve skupiné fatdlnich
neurologickych onemocnéni souhrnné zvanych jako prionova onemocnéni (prion diseases),
mezi nez v lidské patologii patii Jakobova-Creutzfeldova nemoc (a jeji nedavno popsand
novd varianta v souvislosti s epidemii bovinni spongiformni encefalopatie), Gerstmanniiv-
Strausleruv-Scheinkeruv syndrom, familiarni fatalni insomnie a kuru.

Zména konformace prionu méa za ndsledek vznik takika absolutni resistence k
proteolyse a nasledné progresivni akumulaci konforma¢né abnormalni varianty prionu.
Ptedpoklada se, Ze hromadéni je déno trvalou konversi nové syntetisovanych prionti na
formy resistentni. Mechanismus poskozeni tkané patogennimi priony neni zndm.
Poskozena je pouze nervova tkan, presto, ze PrPsc jsou vidy v hostitelském organismu
generalizované.pouZito

Byla prokazana generalizace mozkovou tkani z jednoho fokusu inokulace.
Kumulace prionti je pro neuron fatalni. Variabilni ¢ast kumulovanych prionii se méni na
amyloid.

Tento proces se by se dal ptirovnat k ptisobeni krystalkti kysliéniku kfemicitého,
ktery je rovnéZ neznicitelny a trvale tkdn béhem svych intracelularnich pasazi destruuje.

Terminologie: PrP = prionovy protein, PrPc, piipadn¢ PrPsen = normalni, celuldrni
prionovy protein, sensitivni na proteolysu, PrPres , ptipadné PrPsc = obecny nazev pro
patologicky prion s beta konformaci, resistentni na proteolysu, ptivodné isolovany ze
scrapie (ov¢i prionové encefalopatie), APrP = mutované formy prionii, PrPCJD, PrPGSS,
PrPFFI = alternativni ndzev pro priony isolované z uvedenych prionovych nemoci, PrPd
ptipadné jako souhrnny nazev prionu zptsobujiciho onemocnéni, PNRP gen prionu.

Mechanismy vedouci ke konversi prionu normalniho na prion infekéni jsou
schematicky znazornény probrany v nasledujicim textu.

1. Spontanni sporadicke formy. Jde pouze o Jakobovu-Creutzfeldovu nemoc.
Ostatni prionova onemocnéni maji dédicny zaklad. Mechanismus vzniku sporadickych
forem neni uspokojivé vysvétlen, pokud lze vyloucit exogenni ptivod a mutace v PRNP
genu. Pfitomnost polymorfismi M129M a E229K znaci pouze zvySenou predisposici,
nikoliv kausalni vztah (jde o polymorfismy). Pfitomnost homozygotni mutace M129M se
hodnoti jako vysoka predisposice pro infekci PrPCID.

U sporadickych pfipadi je nutno brat v tvahu moznost fokélniho vzniku
patogenniho prionu v jediném neuronu (na pif. somatickou mutaci PRNP genu) s
naslednym $ifenim konformacni zmény neuronalni siti, jak bylo prokdzdno experimentalni
inokulaci patogenniho prionu do mozkl experimentalnich zvifat. Za zminku stoji, ze
nadmérnd produkce prioni, indukovana experimentalné transfekci divokého genu, vedla k
piiznakiim prionové nemoci s konversi ¢asti prionii na  patogenni formu. Je vSak otdzka
nakolik se nadmérnd produkce priontt mize u sporadickych lidskych nemoci uplatnit. V
uvahu pfipada i jejich snizena degradabilita.

2. Infekcni prenos patogenniho prionu (t.j. prionem s 3 konformaci) z ¢lovéka na
Clovéka byl prokazan jednoznacné u kuru (na podkladé kanibalismu), a v nékterych
ptipadech lidské Jakobovy-Creuzfeldovy nemoci (iatrogenni ptenos). Existuje divodné
podezieni, ze nékteré ze sporadickych atypickych piipadi této nemoci, liSicich se
neuropatologicky od forem klasickych (vice amyloidnich plak podobnych kuru) jsou ve
vztahu k bovinni spongiformni encefalopatii (u vSech postizenych byl pfitomen
predisponujici polymorfismus M129V v homozygotni form¢). Ve zvifecich chovech
(hovézi dobytek, ovce) je za hlavni zdroj ndkazy povazovano infikované krmivo (napf.
masokostni moucka pfipravend z infikovanych zvifat), ale lze predpokladat i
transplacentarni pienos.



Infekcnost prionii je podle vSech dosavadnich experimentii vazana na pritomnost
normalnich prionii u hostitele. Podstatou infekcnosti a toxického piisobeni patogennich
prionti obecné je v dnesnim pohledu interakce patogenniho prionu s prionem normadnim
(tvorba dimerit) vedouci ke zménée konformace hostitelského prionu. Predpokldda se
nezbytny stupent homologie mezi obéma priony, zejména pii mezidruhovém pienosu, ktery
je jinak obtizny nebo nemozny.

Mysi s vyfazenym PrP genem jsou resistentni k experimentalni infekci priony.
Samotnd absence priont vSak u nich nevede k prokazatené neurologické a
neuropatologické poruse. Ukazuje se vSak, ze pfipadnou mezidruhovou barieru lze
ptekonat zplisobem inokulace, nejlépe piimou aplikaci testované tkané do mozku,
zvySenim davky ¢i pasazi ptivodné ,,ciziho* prionu.

3. Vertikalni, geneticky podmineny, prenos mutace strukturdlniho PRNP genu je
pricinou GSS, FFI a asi 10% ptipadd JCN. Pfenos je autosomalné¢ dominantni s riznou
penetranci. Manifestni nemoc vznikne i u nosice jedné mutované alely prionového genu.
Do dnesni doby bylo popsano pies dvacet patogennich mutaci a polymorfismu, které¢ maji
vyznamny modifikujici vliv. Neni znamo nic o moznych homozygotnich formach.
Predpoklada se, ze mutantni priony jsou nachylné k spontanni patogenni B konformaci.
Pokud byl studovan normalni protein, produkovany u nosi¢ii druhou, nepostizenou
(divokou) alelou, byla prokazana jeho nerozpustnost, ale sensitivita na proteolysu, coz lze
pokladat za potencionalné piechodny stav k patogenni B konformaci. Tyto nalezy by
mohly vysvétlit uspésnost horizontalniho (infek¢niho) ptfenosu inokulaci extraktu tkané
mozku u vétSiny dédicné podminénych pifipadi huménnich prionovych onemocnéni (JC,
GSS, FFI) na mysi a nékteré primaty. Takovdato soucasnd moznost vertikdlniho
(genetického) a horizontdlniho (infenkcniho) prenosu nema v molekularni patologii
geneticky podminénych nemoci obdoby.

Predpokladda se rovnéz, Ze mutace v prionovém genu by mohly predisponovat k
infekci exogennim patogennim prionem. Jednim z ddvodid pro tento piedpoklad je
existence jinak prokazatelné¢ patogennich mutaci u klinicky asymptomatickych ptipadii
(nekompletni penetrance). To vSe je divod k tvahdm, zda jsou priony vyhradnim
patogenetickym agens. Uvazuje se o viru nebo o defektnim proteinu chaperonového typu.

Patogenesa tkanovych zmeén u prionovych nemoci. V presymptomatickém stadiu
dochazi ke kumulaci PRNPres v nervovych vybézcich a v synapsich. Od urcitého stupné
kumulace nastane regrese neuront s jejich zanikem nebo s riznymi histologicky patrnymi
degenerativnimi zménami (viz nize). Proces je lokalisovan primarné v Sedé hmoté, bila
hmota je postizena sekundarné jako nasledek neurondlni degenerace. V dal$im rozvoji
zmén dochazi k razné vyjadiené precipitaci konformaéné modulovaného prionu do
deposit. Cast prionti v placich miize byt pfitomna ve form& amorfni, detegovatelné pouze
imunohistologicky (primitivni, difusni plaky). Cast plakti ma priony uspofadané do
amyloidnich fibril s typickou tinkci a ultrastrukturdlnim vzhledem. Z dosavadnich
pozorovani se nedd jednozna¢né uzaviit, zda se u geneticky podminénych stavi podileji na
tvorbé amyloidnich fibril vyhradné mutantni priony, i kdyz pro to nékteré nalezy svédci.
Mnozstvi amyloidu u zakladnich variant prionovych onemocnéni siln¢ kolisa. Tyto nalezy
svéd¢i pro to, ze fibrilarni transformace nemusi byt bezprostfednim nasledkem
konformacéné zménénych molekul priont.

Patologicky genotyp prionovych nemoci se manifesuje tiemi zakladnimi klinicko-
patologickymi  jednotkami:  Jakobovou-Creutzfeldovou  nemoci,  Gerstmannovou-
Strausslerovou-Scheinkerovou nemoci a familiarni fatalni insomnii. Jakobova-
Creutzfeldova nemoc, jako jedina z téchto tfi ma prokazatelné¢ jak ziskany (infekéni), tak
geneticky podminény vznik. Zbylé dvé byly popsany pouze jako geneticky podminéné.

Jakobova-Creutzfelova nemoc. U dédicn€¢ podminéné varianty byly doposud
popsany mutace v kodonech 178 (tato v kombinaci s valinem v kodonu 129 na mutantni
alele) 180, 200, 210, 232 prionového genu, a jedna inserce oktapeptidu na N-terminalnim
konci prionového proteinu. Neuropatologie je charakterisovand masivni vakuolisaci
neuronalnich vybézkl v neuropilu (obraz t.zv. subakutni spongiformni encefalopatie) a
zédnikem neuronll a reaktivni astrogliézou (dalSi detaily jsou v neuropatologickych



monografiich). Na pozadi masivné difusné zmnozenych priontt (PrPres) se vyskytuji
necetné prionové plaky jak primitivni (neamyloidni), tak amyloidni jen asi u 5-10%
ptipadt. Gerstmannova-Strausslerova-Scheinkerova nemoc (doposud byly popsany mutace
v kodonech 102, 105, 117, 145, 198, 217 prionového genu). Neuropatologii dominuji ¢etné
amyloidni plaky, které jsou pro tuto variantu typické.

Fatalni familiarni insomnie (identickd mutace v kodonu 178 jako u Jakobovy-
Creutzfeldovy nemoci, ale v kombinaci s methioninem v kodonu 129 mutantni alely).
Maximum neuropatologickych zmén je v nékterych jadrech thalamu. Prokazatelné jsou
pouze siln¢ zmnozené PrPres. Prionové plaky udajné chybi.

Pokud je mutace (povazovana nikoliv za kausalni, ale pouze modulyjici, t.j. pouze v
kombinaci s mutaci patogenni) na 129. kodonu v homozygotnim stavu (valin za
methionin), je klinicky prib¢eh rychlejsi.

Zmény u onemocnéni podminénych priony nemusi byt omezeny na centralni
nervovy systém. U ov¢i prionové nemoci (scrapie), podobné jako u experimentalné
(transfekei) indukované zvySené exprese prionti u mysi je béznd tézka nekrotisujici
myositis bez deposice amyloidu. Zmnozen¢ jsou vSak pouze PrPsen .

U lidské myositidy s inklusnimi télisky, velmi Casté ve starSim véku (inclusion body
myositis) jsou priony (z€asti PrPres ) spolu s ABP prokazatelné v ptiznacnych kongofilnich
amyloidnich inklusich. Mlize byt samostatnym projevem, ale byla popsana i v souvislosti s
CJD.

Uznavané mechanismy transformace normalni prionu na prion infekéni
infekce
spontanné¢ PRNPres mutace

il
PRNP sen PNP re

Amyloid na basi kalcitoninu (ACal). Kalcitonin je produktem C bunck thyreoidey. Je
syntetisovan jako preprohormon o 141 aminokyselindch. DalSimi upravami - parcialni
proteolysou je odstépena vEtsi N-termindlni a mensi C-termindlni ¢ast. Vysledny hormon
ma 32 aminokyselin. V amyloidu byla prokdzana jak kompletni forma kalcitoninu, tak
nckteré delsi nekompletné proteolyticky upravené varianty. Amyloid na basi kalcitoninu se
vytvari pouze v nadorové transfornované tkani (t. zv. medularni karcinom thyreoidey). V
nenddorové S§titné Zlaze nebyl doposud prokazan. Tim se 1i8i od ostatnich popsanych
endokrinnich amyloidt. Jako vSechny endokrinni amyloidosy je vSak omezen na okoli
nadorove transformované endokrinni burky.

Ukazuje se, ze C bunky jsou sice hlavnim, ne vSak jedinym bunéénym typem
produkujicim kalcitonin. Jeho produkce byla prokazana i v hepatocytech.

Kalcitonin je kodovan genem patiicim do skupiny homolognich genti, do které patii
téz gen BCGRP (calcitonin gen related peptide) a gen amylinu. Gen kalcitoninu produkuje
dvé sestiihové varianty: kalcitonin a t.zv. aCGRP s odlisSnym biologickym uc¢inkem (jde o
neurotransmiter, blize viz doporucena literatura). Jak kalcitonin tak jeho sestfihova
varianta (aCGRP) jsou produkovany buiikami meduldrniho karcinomu. Gen BCGRP je
vysoce homologni s pfedchozim genem. Gen amylinu koduje peptid amylin (viz nize). Oba
CGRP maji charakter neuropeptidii a maji vasodilatacni u¢inek. Spolu s amylinem se
ucastni regulace metabolismu glukosy s ucinkem protichtidnym insulinu. V C buiikach
thyreoidey a v nadoru z C bunék je nejvice exprimovana produkce kalcitoninu a z¢asti jeho
isoformy aCGRP. Exprese zbylych dvou gent je minimalni nebo je utlumena zcela.

Amyloid na basi kalcitoninu (ACal). Kalcitonin je produktem C bunék thyreoidey. Je
syntetisovan jako preprohormon o 141 aminokyselindch. DalSimi Upravami - parcialni
proteolysou je odstépena vétsi N-terminalni a mensi C-termindlni ¢ast. Vysledny hormon
ma 32 aminokyselin. V amyloidu byla prokdzana jak kompletni forma kalcitoninu, tak
nekteré delsi nekompletné proteolyticky upravené varianty. Amyloid na basi kalcitoninu se
witvari pouze v nadorové transfornované tkani (t. zv. medularni karcinom thyreoidey). V



nenadorové §titné zlaze nebyl doposud prokdzan. Tim se 1iSi od ostatnich popsanych
endokrinnich amyloidii. Jako vSechny endokrinni amyloidosy je vSak omezen na okoli
nadorov¢ transformované endokrinni bunky.

Ukazuje se, Ze C bunky jsou sice hlavnim, ne vSak jedinym bunéénym typem
produkujicim kalcitonin. Jeho produkce byla prokazana i v hepatocytech.

Kalcitonin je kodovan genem patficim do skupiny homolognich gent, do které patii
téz gen BCGRP (calcitonin gen related peptide) a gen amylinu. Gen kalcitoninu produkuje
dv¢ sestfihové varianty: kalcitonin a t.zv. aCGRP s odliSnym biologickym t¢inkem (jde o
neurotransmiter, blize viz doporucend literatura). Jak kalcitonin tak jeho sestfihova
varianta (a¢CGRP) jsou produkovany buiikami medularniho karcinomu. Gen BCGRP je
vysoce homologni s pfedchozim genem. Gen amylinu koduje peptid amylin (viz nize). Oba
CGRP maji charakter neuropeptidii a maji vasodilatacni ucinek. Spolu s amylinem se
ucastni regulace metabolismu glukosy s ucinkem protichidnym insulinu. V C buiikach
thyreoidey a v nadoru z C bunék je nejvice exprimovana produkce kalcitoninu a z¢asti jeho
isoformy aCGRP. Exprese zbylych dvou genti je minimalni nebo je utlumena zcela.

Amyloidosa na basi medinu (AMed). Jde o ziskanou amyloidosu topicky omezenou,
podle soucasnych poznatkii, na svalovou vrstvu artérii. Medin (ndzev podle vyskytu v
medii) je ¢asti molekuly laktadherinu, ktery je produkovan hladkymi svaly stény cévni, ale
1 dalSimi bunikami mimo cévni sténu, na pf. epitelem mlécné Zlazy. Amyloidni fibrily
slozené z tohoto fragmentu se vyskytuji takika ve 100% v medii aorty starych lidi.
Zvysené mnozstvi bylo prokdzané ve sténé cévni u temporalni arteriitidy. Jeho vyznam v
patologii arteridlni stény je pravdépodobné velmi maly. Disledky jeho deposice vsak
nebyly doposud studovény.

Amyloid na basi laktoferinu (ALac). Laktoferin je produkovéan slznou Zzldzou a je
kvantitativné vyrazn¢€ zastoupenym proteinem slz. ALac byl prokazan v rohovce jako
privodni znak oc¢ni trichiasy, a nckterych dalSich o¢nich onemocnénich, tedy jako
sekundarni fenomén. Predisposici k vzniku amyloidu je mutace v pfislusném genu.

Amyloid na basi semenogelinu I (ASgI) je jednim z amyloidl provazejici proces starnuti.
Jde o amyloidosu vesiculae seminales (semennych vacki). Zminény protein je hlavni
komponentou sekretu zlazky. Muze byt provazen laktoferinem. Afekce je zcela lokalni a je
zcela nezdvazna. Amyloid na basi keratoepithelinu (AKer). Je podstatou jedné z forem
geneticky podminénych dystrofii rohovky. Deposice amyloidu neni vdzana na zanétlivé
procesy oka. Je podminéna mutaci v genu TGFPI (indukovaném TGFp), ktery kdéduje
protein keratoepithelin. Pfenos je autosomalné dominantni. Keratoepithelin byl prokazan
jako prtivodni komponenta jinych amyloidos oka.

Amyloid na basi cytokeratinu (AKer) byl prokdazan imunohistochemicky v koznich
lesich typu lichen amyloidosus a v t.zv. makularni amyloidose, coz jsou autochtonni kozni
onemocnéni (ne tedy ptiznaky generalizovanych amyloidos !). Jde o tzv. primarni kozni
amyloidosu. Dale je amyloid na basi cytokeratinu prokazatelny jako lokalni sekundarni
proces pii nékterych koznich nadorech (trichoepiteliom, basaliom, Bowenova dermatosa a
nckteré dalsi) — sekundéarni kozni amyloidosa. Dostupné vysledky jsou doposud pouze z
imunohistochemickych studii. Jejich spoleCcnym jmenovatelem je, ze jde o typy
cytokeratinu (nejcastéji CK 5) patfici do skupiny keratini basickych (skupina II).
Poznamka. Bunécna patologie této amyloidosy se lisi od vSech ptedchozich tim, ze jde o
extracelularni deposita amyloidogenniho proteinu na basi cytoskletalniho proteinu, ktery
neni normaln¢ secernovan. Jediné srovnani je mozné s amyloidem na basi gelsolinu (viz
shora), coz je protein pusobici v cytosolu, ucastnici se na regulaci aktinu, u kterého vSak
byly prokézany sestiihové sekretorické varianty. V piipadé sekundarni kozni amyloidosy
je diskutovan vznik ze zanikajicich nadorovych bunck.



Amyloid na basi amylinu (AIAPP). Amylin (islet amyloid polypeptid) je peptidovy
hormon produkovany a secernovany spolu s insulinem beta buiikami pankreatickych
ostravkil. Vyskytuje se 1 v nekterych dalSich usecich GIT a v buikach periferniho
endokrinniho systému. Je tvofen peptidem o 37 aminokyselinach, uvolnénym z prekursoru
o 89 aminokyselinach. Peptid je kosegregovan v sekrecnich granulich s insulinem a
spole¢né s nim ptechazi do krve. Za normalnich okolnosti je dale proteolyticky zpracovan
na mensi peptidy. Jde o produkt jednoho ze skupiny t. zv. kalcitoninovych gend, spolu s
kalcitoninem (a jeho sestfihovou variantou aCGRP) a s t.zv. f CGRP (viz shora). Svym
ucinkem je protichiidny insulinu (tlumi syntesu glykogenu, vstup glukosy do bunék,
stimuluje degradaci glykogenu). Fysiologicky se vyskytuje v lysosomech B bunck
ostravkll spolu s insulinem. Jde pravdépodobné o vyraz regulace sekrece lysosomalnim
systémem (krinofagie, viz prvy dil skript).

Deposice amylinového amyloidu je pouze lokalni. Probihd velmi Casto v zavislosti
na v€ku a subklinicky. Kritickym amyloidogennim faktorem se zd4a byt nadmérna
stimulace sekrece B bun¢k. Snad proto je deposice amyloidu vystupiiovana nejvice u
diabetu typu II a je pravdépodobné, ze k zaniku beta bunék za tohoto stavu pfispiva (viz
nize). Podle doposud ojedinélych studii za¢ina deposice amyloidu intracelularné jednak
voln¢ v cytosolu, jednak v depositech ohranicenych membranou. Byly popsany
komunikace i.c. deposit s extracelularnim prostorem. Naprosta vétSina amyloidu je
deponovéna extracelularn€. Velmi Casto je amyloidogenese vystupfiovana u insulinomt z f3
bun¢k. Amyloid se sklada z celého peptidu i jeho fragmentii. Kritickd amyloidogenni (B)
struktura je mezi 20. a 30. aminokyselinou.

Toxicita amylinu byla prokazana v tkanovych kulturach lidskych a krysich
Langerhansovych ostriivkli, obohacenych exogenné ptfidanym amylinem. Toxicita byla
vazana na fibrilarni agregaci amylinu do amyloidnich fibril v mediu. Podobn¢ toxicita
testovanych amylind rtiznych ZivociSnych druhi byla vdzéna na schopnost jejich fibrilarni
agregace.

Amyloid na basi insulinu (AlIns) spontanné vznikajici nebyl doposud u ¢loveéka popsan.
Lokalni amyloid z insulinu vSak byl prokdzan v mistech aplikaci tohoto hormonu u
diabetikt typu I (iatrogenni amyloidosa). Spontanni vyskyt amyloidu na basi insulinu byl
popsan u nékterych hlodavei (Octodon degus).

Obr. 17. Isolovanad amyloidosa Langerhasovych ostravki

Atrialni srde¢ni amyloidosa na basi atrialniho natriurického peptidu (ANP). ANP
amyloidosa, zvand téz ANF (dle atrium natriuretic factor) je velmi Castym nélezem v
srdec¢nich sinich (myokard komor neni postizen) u starSich lidi. Podle n¢kterych sestav se
vyskytuje u lidi v Sestém deceniu v 67%. Jde o fibrilarni agregaci siniového natriurického
hormonu (atrial natriuretic peptide - ANP) a to jak prohormonu, tak i jeho fragmentt, které
z né¢ho normaln¢ vznikaji a které pfedstavuji aktivni formu hormonu.

Je syntetizovan jako prohormon (proANP1-126) a je proteolyticky upraven na C-
termindlni peptid (ANP99-126, zvany kardiodilantin) a N-terminalni peptid (ANP1-98).
Oba tyto peptidy byly v atrialni amyloidose prokazany. Spolu s atridlnim natriurickym
hormonem je v malém mnoZstvi spoluprecipitovan do amyloidu i t.zv. mozkovy
natriuricky peptid (BNP-brain natriuretic peptide), ktery je za normalnich okolnosti
syntetizovand v malém mnozstvi i v sinich srdce. Drobna deposita amyloidu byla
prokdzéana intracelularné v kardiocytech sini, vétSina deposice je vSak extracelularné v
intersticiu, zcasti subendokardidln¢ a v cévach sini. Jde o lokalizovany amyloid,
deponovany v nejbliz§im okoli produkujici buiiky. Sinova amyloidosa nemé definovatelny
klinicky korelat. Predispozici a akcelerujicim faktorem se mize byt hypersekrece hormonu
pii srdecnim selhavani.

Amyloid v adenohypofyse. Deposice amyloidu v prostoru adenohypofysy je velmi Casty
nalez, imérny véku. Rovnéz casto je amyloid deponovéan v hypofysarnich adenomech o



riznych sekrecnich profilech. Proces deposice amyloidu probiha subklinicky.
Charakteristika amyloidniho proteinu je technicky obtiZzna pro maly rozsah zmén. Nedavno
byl identifikovan jako prvy amyloidogenni hormon prolaktin (resp. jeho fragmenty) v
senilnim amyloidu hypofyzy . Jde tedy o amyloid na basi prolaktinu (APro)

Senilni a doposud biochemicky neurcené amyloidy V fad¢ pfipadli existuje pouze
empiricky prokazana amyloidosa na podklad¢ fysikalniho prikazu.

Z toho divodu je existuje stale Cist€¢ deskriptivni termin senilni organova
amyloidosa, zahrnujici deposici amyloidu v zéavislosti na véku v adenohypofyse (vyjimka
viz vyse), v kure nadledviny (v obou lokalitich je popisovana diskrétni jak intra- tak
extracelularni deposice. V zZilach portalni oblasti byl u starych lidi nalezen v 37% amyloid
z¢asti imunohistochemicky neurceny, z¢4asti na basi TTR.

Vyrazna deposice amyloidu v zavislosti na véku probihd v oblasti epitelu plexus
chorioideus. Amyloidogenni protein vSak neni zndm. Proces doprovazi intracelularni
deposice argyrofilnich, kongofilnich a dichroickych vlaknitych struktur, blizkych parovym
helikélnim filamentiim v neuronech (viz NTF u Alzheimerovy nemoci), zvanych v této
lokalizaci Biondiniho téliska. Tato téliska byla nalezena i v fad¢ endokrinnich bunék.

Deposice amyloidu u vSech téchto stavii probiha subklinicky.

Cést amyloidogennich proteinti ze skupiny senilni amyloidosy byla jiz uréena, jako
aortalni intimalni senilni amyloidosa na basi Apo Al (viz vySe), nebo senilni kardidlni
amyloidosa na basi TRR (viz vySe). Nutno pfipomenout pomérné¢ vyznamnou, byt
subklinicky probihajici cerebralni amyloidosu na podkladé ABP (viz vyse).

Ve studovanych sériich Slo o incidenci fadové desitek procent naznacujici, Ze jde o
projev velmi Casty, jehoz intensita vSak miize kolisat. Tento zakladni proces muize byt
akcelerovan dalSimi faktory. Patogeneticky lze tuto formu amyloidosy tézko hodnotit.
Amyloidogenni proteiny mohou byt a jsou v rtiznych orgdnech rizné, takze lze na tento
stav pohlizet jako na spontanné probihajici biochemicky odlisné organové specifické
amyloidosy, tedy jako na senilni “mnohoc¢etnou amyloidosu ” (kazda z amyloidos na basi
jednoho typu proteinu), mnohocetny proces, nejspiSe zpusobeny procesem starnuti
(AApoAl v aorté, ABP v mozku, amyloid na basi prolaktinu v adenohypofyse, na basi
TTR v myokardu, semenogelinovy amyloid v semennych vaccich, neznamy amyloid v
plexus chorioideus). Patfi sem i doposud ne zcela jednoznacné definovany amyloid v
chrupavce, v synovii kloubni a v meziobratlovych ploténkach prokazatelny ve vysokém
procentu ve stafi, zejména v degenerativnich procesech typu arthrosy (studie z posledni
doby prokazuji vznik z Apoproteinu Al, ktery je produkovan chondrocyty). Nutno
piipomenou i kombinovanou ATTR a AApoAIV amyloidosu — viz ApoAIV amyloid). S
touto senilni ,,polyamyloidosou” samoziejm¢ kontrastuji amyloidosy zpisobené
isolovanou poruchou obratu jednoho urc¢itého amyloidogenniho proteinu.

Pon¢kud stranou stoji senilni “monoproteinova” generalizovana TTR amyloidosa,
odliSujici se od isolované senilni TRR amyloidose myokardu a od dédicn¢ podminéné TRR
amyloidosy. V kazdém takovém ptipad¢ je vSak nutno na dédi¢ny ptivod pomyslet.

Cast neuréenych amyloidos viak representuje klinicky manifestni poruchy. Jde o
amyloid v osteoarthrotickych lesich (i kdyz zde jde spiSe o sekundarni, privodni jev).

Srovnavaci hledisko systémovych amyloidos

Povsechné amyloidosy ziskané. Amyloidogennim proteinem je protein normalni. V
nékterych ptipadech vSak muize hrat roli polymorfismus. 44 (amyloid z SAA proteinu):
deposice generalizovana (pii nadorech, zanétlivych procesech),

Distribuce: visceralni (zejména slezina, ledviny, nadledviny, GIT a tada dalSich
organt)

AL (imunoamyloid) ( AL — amyloid z lehkych retézcu — light chains)): deposice
generalizovana, visceralni (pfi monoklonalnich gamapatiich (nddorovych nebo
nenadorovych)



Distribuce: myokard, ledviny, plice, cévy, GIT a tada dalSich organt, vcetné
periferniho nervového systému (i autonomniho, ne CNS!). Mize byt syndrom karpalniho
tunelu. Typ distribuce se u AA i AL amyloidos mize do zna¢né miry piekryvat a
vyznacuje se velkou variabilitou. Amyloid na basi tézkych retezcii neni zde zminén pro
svou vzacnost.

AB2MG : deposice generalizovana (u hemodialysovanych)

Distribuce: klouby (chrupavka, synovie, pouzdro), kostni tkan juxtaartikuldrné, ale
1 mimo oblast kloubti s vyvojem cystickych 1ési. Typicky je syndrom karpalniho tunelu.

Senilni ATTR : deposice generalizovana (vzacné forma)

Distribuce: ptevlada deposice v myokardu komor. Jednotici moment: diseminovana
deposice normalniho TTR (produkt divoké alely).U syndromu senilni systémové
amyloidosy (SSA) je nutno odlisit geneticky podminénou deposici mutantniho TTR a
paralelni “multiproteinovou” deposici orgdnové specifickych senilnich amyloida (viz
shora).

PovSechné amyloidosy podminéné geneticky. Amyloidogenni jsou mutantni proteiny,
nebo jejich fragmenty.

APOAII : deposice generalizovana s potenciondlné vyznamnymi hepatopatickymi
rysy. Distribuce: t€¢Zké postiZzeni jater se selhdnim, deposice v fad€ dalSich organii. Renalni
amyloid je omezen na dieni. Velmi Casto infiltrace ktize a laryngu. Mtize byt postizeni
periferniho nervového systému. Doposud studovan maly pocet piipadl. Pozornost by méla
byt vénovana ApoAlamyloidu v intimné artérii a jeho vztah k aterosklerose

ApoA2 : tendence ke generalisaci s vyraznym postizenim ledvin.Tendence k
postizeni cév. Doposud popsany zcela ojedinélé ptipady

Lysozym : deposice generalizovand s hepatopatickymi ev. nefropatickymi rysy.
Distribuce: intensivni deposice amyloidu v ledvindch (glomeruldrn¢), jatrech, dale
postizeni GIT, cév, sleziny. Pravdépodobné neni postizeno srdce. Doposud je znamo pouze
nékolik piipada.

Alfa fetézce fibrinogenu : deposice generalizovana s nefropatickymi rysy

Distribuce: masivni postizeni ledvin, dale sleziny, nadledvin. Postizeni periferniho
nervového systému nebylo doposud popsano. Pravdépodobné neni deposice v jatrech a v
srdei. Doposud je zndm maly pocet pacienttl.

TTR : deposice generalizovand s neuropatickymi a kardiomyopatickymi rysy

Distribuce: takika pravidelng v perifernim nervovém systému (podle toho i klinicky
nazev familidrni amyloidni polyneuropatie) a v myokardu. Casto je popisovan syndrom
karpalniho tunelu. Opakované bylo popsano postizeni thyreoidey, dale sklivce a
leptomeninx. Postizeni ostatnich organti (ledvin, sleziny) zifejmé variabilni.

Gelsolin: generalizovana deposice, asto s neuropatickymi rysy

Distribuce: rohovka, periferni nervy, basdlni membrany cév, potnich zlazek.
Postizeny mohou byt i1 rendlni glomeruly. V. CNS byla popsana lokalisace v nékterych
neuronech a v Lewyho téliscich a to i mimo gelsolinovou amyloidosu.

Cystatin C: deposice generalizovand s postizenim cerebralnich cév

Distribuce: cévni sténa, zejména cerebralni a meningealni artérie, ale i1 basalni
membrany v nejriznéjSich organech (kozni adnexa, adipocyty).

1. Amyloidosy podle postiZeni organu



Zde jsou zminény pouze stavy s vyraznym postizenim ur¢itého orgéanu, tedy na
pozadi generalizace procesu amyloidosy rendalni postiZzeni : je bézné u ziskanych
generalizovanych amyloidos.

Familidrni postiZeni je typické pro amyloidosu na basi:

na basi alfa fetézce fibrinogenu (rychly priubéeh s hypertensi)

lysozymu,

ApoAl

apoA2

hepatani postiZeni: je pomérné vyjimecné u ziskanych forem (AL, ATTR).
Familiarni tézké postizeni se ukazuje byt piiznaéné pro amyloidosu na basi:
ApoAl
lysozymu

neuropatické forma (periferni neuropatie): prichazi v vahu u ziskanych forem.
Z dédi¢nych je to predevsim amyloidosa na basi:

transthyretinu

ApoAl

gelsolinu

amyloidosa myokardu: je ¢asta u ziskanych forem na basi
SAA
AL

transthyretinu a to jak divokého (ve staii) i mutantniho

amyloidové opacity ve sklivci : deposice amyloidu z transthyretinu
amyloid v rohovce:

deposice gelsolinu jako projev systémové amyloidosy

lokaln¢ omezené amyloidosy na basi laktoferinu (sekundarni pti zanétlivych o¢nich
procesech nebo primarni geneticky podminény proces na stejné proteinové basi

koZni amyloidosa : na basi cytokeratinu jako autochtonni koZni proces (primdrni nebo
sekundarni v ramci koznich nador — viz shora) nebo jako projev generalizované
amyloidosy, udajné predevsim na basi ApoAl
amyloidosa s postiZenim mozkovych cév (dfive tzv. kongofilni angiopatie): (vfetné
neurologické symptomatologie) — neurologicky zavazné amyloidosy (mimo prionosy,
které jsou svym zakladnim projevem odlisné).
Dv¢ z téchto formy nemaji visceralni postizeni (klasicka biopsie neni tedy pfinosna):
Alzheimerova nemoc s vyraznou angiocentrickou deposici amyloid B proteinu
t.zv. familiarni britska (a danska) demence, zplisobend mutaci Bri proteinu
Dalsi amyloidosy jsou kombinaci postizeni CNS (cév, neuronll, leptomeninx) a
visceralniho postizeni (detaily viz v hlavnim textu shora). Klasicka biopsie z visceralnich
mist mize byt pfinosnd Jde o geneticky podminéné amyloidosy na basi:
cystatinu C (visceralné vs. bez ptiznaki)
gelsolinu (souCasn¢ zakal rohovky a periferni neuropatie)
transthyretinu ( miize mit vyznamné postizeni leptomeninx a sklivce)

amyloid aortalni (ve stafi)
deposice v intim¢ — ApoAl
deposice v medii - medin



Tato schémata vychazeji z literarniho prehledu. Vzhledem k variabilité tkanovych
zmén u amyloidos nemusi pokryvat vyCerpavajicim zpisobem celou problematiku
diferencialni diagnosy
zavér — identifikace amyloidu versus diagnosa amyloidosy

Identifikace amyloidu jakozto Bfibrily neni v zasad¢ zadny zasadni problém (vazba
Kongo cervené s indukei dvojlomu a dichroismu, ultrastrukturdlni prikaz fibril). Velmi
obtizna je identifikace typu amyloidosy, kterd nardzi v praxi na obtiznosti
immunohistochemické detekce stavebniho kamenu amyloidu in situ v rutinnich
parafinovych fezech. Optimalné¢ byl mél byt kazdy amyloid vySetfen biochemicky po
extrakci nefixovaného vzorku, napt. kryostatového fezu (idedln€ po selekci od ostatnich
komponent mikrodisekci) a podroben sekvenacni nebo hmotnostni analyze. Do jisté miry
je toto mozné 1 v ptipad€ standardniho parafinového vzorku tkané. Tim by byl idealné
stanoven molekuldrni typ. Po té by mélo nasledovat hodnoceni procesu, ktery k
amyloidose vedl, v€etné toho, zda jde o ziskany, ¢i geneticky podminény proces, ptipadné
charakter fragmentli amyloidogenniho proteinu (stupen proteolytické degradace u
ziskanych forem, uc¢ast mutantniho proteinu ve srovnani s divokym proteinem u geneticky
podminénych amyloidos, které maji dominantni pfenos)
V hodnoceni amyloidos nutno brat v uvahu :

nespecificky vyskyt monoklonalnich gamapatii, ktery miize byt zavadéjici ve
smyslu fale$né diagnosy AL amyloidosy

vyznamnou ucast koprecipitujicich proteint (viz vodni ¢ast) v lozisku amyloidu,
zejména téch, o kterych je znamo, Ze mohou byt také primarné amyloidogennimi (ApoAl).
Neni k disposici metodika, ktera by dovolila odlisit, zda je takovy protein ve fibrile nebo
jen jako mimofibrilarni pfimés. Urc€itou pomoci by mohlo byt zvySeni positivity (nebo
indukce positivity) po pouziti mravenci kyseliny (viz tvod). Teoreticky nelze vyloucit ani
moznost, ze by v jedné fibrile mohou byt pfitomny dva amyloidogenni proteiny.

U klasické sekundarni AA amyloidosy pfichazi ve vyjimecnych piipadech v tivahu
objasnéni genetického pfenosu v rodinach. Primarné geneticky podminénd AA amyloidosa
nebyla doposud jednoznacné prokazana. Rozhodujici se stale ukazuje byt geneticky pienos
jeji primarni pficiny, struén¢ zminéné nize.

Okrajovou zaleZitosti (i kdyZ biologicky velmi zajimavou a v budoucnosti velmi
pravdépodobné velmi vyznamnou) mize byt nejen stanoveni pfimési nefibrilarnich
(nekongofilnich) komponent kritického amyloidogenniho proteinu (zejména v piipadé AL
amyloidosy, viz vySe), ale i stanoveni molekularnich variant deponovaného proteinu a tim
se priblizit mechanismu prefibrilarni a terminalni fibrilarni agregace a role builky samotné
v mechanismu amyloidosy. V souhrnu jde o sekvenci: amyloid—specifikace stavebni
molekuly, popripadé specifikace mechanismu jeji agregace Pouhé konstatovani, Ze v
bioptickém (nebo pitevnim) vzorku je prokazatelny amyloid neni dostateéné. Jde o
diagnosu na urovni biofysikdlni, nikoliv na urovni biologické. Pouze diagnosa na urovni
biologické ma zdsadni vypovédni hodnotu, nebot’ vypovida nejvice o specifické
patogenese stavu. V tomto smyslu jsou klinici zcela zavisli na expertise patologa, resp.
molekularniho patologa nebo biochemika.

identifikace neznamych amyloidi

Nové typy amyloidu, s doposud neznamym vychozim amyloidogennim proteinem
se identifikuji biochemickou cestou, kterd zahrnuje solubilisaci proteini ve studovaném
vzorku, jejich elektroforesu, isolaci kritick¢ého prouzku a sekvenovani nebo hmotnostni
analyza. Optimalni je isolace amyloidového deposita mikrodisekéni technikou (odstranéni
nespecifickych proteinil). Po stanoveni jeho primarni struktury pak mize byt protein urc¢en
srovnanim s doposud zndmymi proteiny podle pfislusnych sekvencnich databazi, zjiStén
jeho gen a podroben sekvencni analyze.
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