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Nézev: Screening systémovych amyloid6z v materidlu endoskopickych biopsii

CiL PRACE

Systémové amyloid6zy tvori komplexni a heterogenni skupinu zavaznych onemocnéni, které
jsou vysledkem konformacni poruchy proteinti a jejichz spolenym znakem je ukladani
patologickych proteinovych hmot (amyloidu) v extracelularnim prostoru tkani. Diagnostika
amyloidoz je zalozena na histopatologickém vySetieni tkanovych vzorkli a ptimé demonstraci
ptitomnosti amyloidovych depozit. Celkovym tucelem této diplomové prace bylo vytvofit,
aplikovat a nasledné¢ evaluovat screeningovy program zaméteny na systémové amyloidozy.

METODY

V prvni casti experimentalni studie byly porovnany dostupné barvici techniky, pouzivané
k prikazu amyloidovych hmot ve tkani. Druha ¢ast experimentalni studie spoc¢ivala v provadéni
screeningovych vysetfeni u endoskopickych bioptickych vzorkl gastrointestinalniho traktu.

VYSLEDKY

Na zakladé vysledkl porovnani byla jako vhodnd screeningova technika zvolena metoda,
vyuZzivajici barvivo Sirius red F3B. V ramci screeningového programu bylo histopatologicky
vySetieno celkem 4285 vzorkll od 2572 pacientii. U celkem deseti vzorkid od péti pacientl byla
v biopsiich zachycena amyloidova depozita a u Ctyf pacienti byla provedena typizace
amyloidozy.

ZAVERY

Cile, které byly v uvodu této diplomové stanoveny, se podafilo naplnit. Z dostupné odborné
literatury byl sestaven up-to-date piehled zakladnich informaci o systémovych amyloid6zach.
Mezi histopatologickymi technikami byla experimentalné vybrana ta, ktera se nejvice hodi pro
screeningové pouziti a nasledné bylo otestovano 4285 vzorkt od 2572 pacientl. Vysledky maji
navic pro screeningem zachycené pacienty realny klinicky vyznam, protoze umoznily zahajeni
odpovidajici terapie.

KLiCOVA SLOVA: Systémové amyloidozy, Amyloid, Screening, Sirius red F3B, Histopatologie
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BACKGROUND

Systemic amyloidoses constitute a complex and heterogeneous group of serious diseases that
result from protein misfolding and whose common feature is the deposition of pathological
protein substances (amyloid) in the extracellular space of tissues. Diagnostics of amyloidoses
is based on histopathological examination of tissue samples and direct demonstration of the
presence of amyloid deposits. The overall purpose of this diploma thesis was to create, apply and
subsequently evaluate a screening program focused on systemic amyloidoses.

METHODS

In the first part of the experimental study, available staining techniques used for the detection
of amyloid deposits in the tissue were compared. The second part of the experimental study
consisted of performing screening examinations on endoscopic biopsy samples of the
gastrointestinal tract.

RESULTS

Based on the results of comparison, a method employing the Sirius red F3B dye was chosen
as a suitable screening technique. Within the screening program, a total of 4285 samples from
2572 patients were histopathologically examined. In a total of ten samples from five patients,
amyloid deposits were found, and typing of amyloidosis was performed in four patients.

CONCLUSIONS

The aims set at the beginning of this thesis have been met. An up-to-date summary of basic
information on systemic amyloidoses has been assembled from available literature. Among
histopathological techniques has been experimentally selected the one that is most suitable for
screening use, followed by the examination of a total of 4285 samples from 2572 patients.
In addition, the results have been clinically relevant to the screened patients, since they enabled
an appropriate therapy to be initiated.

KEYWORDS: Systemic amyloidoses, Amyloid, Screening, Sirius red F3B, Histopathology
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1 Uvop

Systémové amyloidozy tvori komplexni a heterogenni skupinu zavaznych onemocnéni, ktera
jsou vysledkem konformac¢ni poruchy proteinii a jejichz spolenym znakem je ukladani
patologickych proteinovych hmot (amyloidu) v extracelularnim prostoru tkéni. Tato depozita jsou
tvofena nerozpustnymi agregaty patologickych proteinti. Jejich ukladani, spole¢né s pfimym
toxickym ti¢inkem, piedstavuji dvé hlavni pfi¢iny poskozeni mnohocetnych organti. Pfestoze jsou
systémové amyloidozy povazovany za vzacna onemocnéni, tvofi klinicky vyznamnou skupinu
chorob a setkdvame se s nimi zejména v oblasti nefrologie a kardiologie. Amyloid6zy jsou vsak
kviili nespecifickym a heterogennim projeviim casto diagnostikovany v jiz pokroc€ilém stadiu.

Diagnostika amyloiddz je zaloZena na histopatologickém vysetfeni tkanovych vzorkt a pfimé
demonstraci pfitomnosti amyloidovych depozit. K prikazu amyloidu ve vzorcich tkané je
pouzivana celd ftada metod, zalozenych jak na klasické parafinové histologii, dale
imunohistochemie a imunofluorescenc¢ni techniky, ale také transmisni elektronova mikroskopie.
Zejména v poslednich letech se za¢inaji uplatnovat také pokrocilé proteomické metody, nicméné
histopatologické vySetfeni s pouzitim Kongo Cervené zlstava zlatym standardem a rutinné
nejvyuzivanéj$i technikou diagnostiky amyloidoz.

Protoze sténa organt gastrointestinalniho traktu je u systémovych amyloidéz jednou z Casto
postizenych anatomickych lokalit, jsou pacienti podstupujici gastroskopické a kolonoskopické
vySetfeni vhodnou skupinou pro screeningova vySetieni. [1] [2] Screening slouzi jako filtr, ktery
pacienty roztiidi na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou ti, ktefi zkoumanym onemocnénim
s nejvetsi pravdépodobnosti netrpi, druhou skupinou jsou pacienti, u kterych je na zaklade testu
¢i vySetieni suspekce na to, ze dané onemocnéni u nich probiha.

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat teoretickou studii, z dostupnych
histopatologickych technik vybrat tu, ktera by se na screeningové vysetifeni hodila nejvice,
zvolenou techniku nasledné€ zavést a ovérit jeji vytéznost v praxi.
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2 CIiL A ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Celkovym ucelem této diplomové prace (dale jen ,,DP*) bylo vytvoftit, aplikovat a nasledné
evaluovat screeningovy program zaméfeny na systémové amyloidézy. K jeho naplnéni bylo tteba
dosahnout nékolika dil¢ich cili:

1) Provést resersi odborné literatury, zaméfenou na problematiku amyloidéz a obecnych
principti medicinského screeningu.

2) Popsat a s ohledem na screeningové zaméfeni porovnat metody histopatologické
diagnostiky amyloidoz.

3) Provést vlastni screening a retrospektivné vyhodnotit jeho ucelnost.
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3 TEORETICKY ZAKLAD PRACE

3.1 HISTORIE

3.1.1 Strucny historicky vyvoj diagnostiky amyloidé6z

V roce 1639 popsal Nicolaus Fontanus ptipad muze, ktery trpél epistaxi, Zloutenkou, ascitem
a lozisky abscesu v jatrech. Popsal také, ze muz mél zvétSenou slezinu, vyplnénou ,,bilymi
kameny*. Tento popis je pravdépodobné prvnim zaznamem tzv. sagové sleziny s objemnymi
lozisky amyloidu. Béhem 17. a 18. stoleti bylo popsano mnoho piipadul, které doboveé nemély
ptesnou diagnézu, avsak z dnesniho pohledu se pravdépodobné jednalo o amyloidézu. Thomas
Bartholin ve své publikaci ,,Historiarum Anatomicarum Rariorum* z roku 1654 popisuje piipad
zeny, jejiz slezina byla tak tuhd, Ze bylo obtizné ji roziiznout nozem a ktera pii tom vydavala
zvuk, jako kdyby fezal ztrouchnivély tram. [3]

Termin amyloid poprvé pouzil némecky botanik Matthias Schleiden pfi popisu Skrobovych
latek v rostlinach. V medicing tento termin zavedl Rudolph Virchow, ktery se snazil prokéazat
skrobovou povahu corpora amylacea pomoci reakce s jodem. Podobnou reakci poté provedl na
organech zemfelych, ktefi trpéli amyloidozou. Takto objevil depozita v glomerulech a také
aferentnich arteriolach ledvin. Virchowova jodova reakce piedstavovala prvni molekularni
interakci, identifikovanou jako vlastnost tkané obsahujici amyloidova depozita. Ackoli bylo
pozdéji prokazano, ze se Virchow v polysacharidové povaze popisovanych depozit mylil, pojem
amyloid se jiz zachoval. [4] [5] [6]

U pacientd Virchow dale popsal postizeni gastrointestinalniho traktu (dale jen ,,GIT*) a dosel
k zavéru, ze bledy vzhled postizenych organti je zptisoben nedostateCnym krevnim zdsobenim,

Mrwe

V roce 1852 vyslovil George Budd domnénku, Ze nadbytecna hmota v organech pacientti ma
charakter proteind. Povaha depozit v§ak nebyla presvéd¢iveé prokazana az do roku 1859, kdy diky
vysokém obsahu dusiku jejich proteinovy plvod objasnili Carl Friedreich a August Kekule.
Histologicky prikaz amyloidovych depozit byl pak vyrazné posunut kuptedu v roce 1875, kdy
AndreA-Victor Cornil v Pafizi, Richard Heschl ve Vidni a Rudolph Jiirgens v Berling nezavisle
na sobé demonstrovali metodu vyuzivajici k prikazu amyloidu anilinova barviva. Barveni
methylovou violeti jasné€ prokazalo extracelularni povahu amyloidovych depozit (dale jen ,,AD®).
Prestoze tyto metachromatické metody byly vSeobecné piijaty jako efektivnéj$i nez Virchowlv
zpusob detekce s pouzitim jodu a kyseliny sirové, Virchow sam tyto metody odmital i deset let
po jejich objeveni. [3]

Zlomovym okamzikem v histologickém pritkazu amyloidu, se stal rok 1922, kdy Hermann
Bennhold zaved! do klinické praxe barveni pomoci Kongo &ervené (dale jen ,,KC*). To je az
doposud zlatym standardem pro prukaz AD ve tkanich. V roce 1927 byl poprvé popsan
charakteristicky zeleny dvojlom, ktery vykazuji AD barvena KC pii pozorovani v polarizovaném
svétle. [3]
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K velkému pokroku v osvétleni amyloidéz doSlo ve druhé poloviné 20. stoleti, kdy vyvoj
modernich metod umoznil jak hlub8i zkoumani vlastnosti a strukturdlniho uspotadani
amyloidovych depozit, tak rozvoj klinickych a diagnostickych technik. [6]

Fibrilarni struktura amyloidu byla potvrzena v roce 1959, kdy Cohen a Calkins pozorovali
depozita v elektronovém mikroskopu a odhalili, ze jejich zdkladem jsou diskrétni fibrily. [3]
Fibrilarni ultrastruktura se pak stala jednim ze zakladnich parametrt, které musi splitovat kazdy
material ktery ma byt povazovan za amyloid. [6]

Prvni protein, identifikovany coby amyloidovy prekurzor, byl lidsky lehky imunoglobulinovy
fetézec. Ten byl extrahovan z tkané pacienta s klinickym stavem zvanym ,,primarni amyloidéza“.
Prvni identifikovany non-Ig amyloidovy protein (dale jen ,,AP*) byl AA amyloid, izolovany od
Izraelského pacienta, ktery trp€l Familiarni sttedozemni horeckou a ,,sekundarni amyloidézou®.

[6]

S vyuzitim proteomickych technik byla v poslednich letech objevena takika univerzalni
»amyloidovd proteinova signatura®, kterd zahrnuje spektrum proteini asociovanych
s amyloidovymi depozity. Mezi tyto proteiny patii mimo jiné sérovy amyloidovy protein (dale
jen ,,.SAP®), apolipoprotein E a apolipoprotein A-IV. Krom¢ dalSich casto nalézanych
proteinovych slozek AD ptedstavuji tyto konkrétni proteiny jakysi ,,otisk prstu®, ktery by mohl
byt potencialnim nastrojem pro proteomickou diagnostiku amyloidé6z. [7]

3.1.2 Z historie medicinského screeningu

Medicinsky screening v dne$nim pojeti existuje zhruba Sedesat let, a jeho bohata historie
z vetsi Casti stale ¢eka na podrobné zmapovani. Snaha odhalit poc¢inajici onemocnéni v jeho
preklinické fazi, se stala jednim ze zakladnich nastroji moderni mediciny, a také zdjmem organti
ochrany vefejného zdravi. Nejvetsi rozvoj screeningovych programi se odehral v obdobi po konci
druhé svétové valky, kdy dosSlo kvzajemnému propojeni mnohdy nové objevenych
diagnostickych nastroji s modernimi terapeutickymi postupy, a k zavadéni racionalnich kritérii,
kladoucich dlraz na spravné nastaveni parametrti screeningovych program. [§]

Nejstarsi dostupné zaznamy o provadéném screeningu pochdzeji zfejme z roku 1911, kdy
Armada Spojenych stati americkych zacala rutinné provadét psychologické testovani vSech
rekrutd. Cilem bylo vyloucit vSechny uchazece, ktefi by narusovali jednotu a organizaci armady.
I dalsi z pocatecnich rozsifenéjSich screeningovych programii byly spojeny s armadou. Mezi
prvni a druhu svétovou valkou bylo mezi vojaky zavedeno rutinni vySetfeni na syfilis, které bylo
jeste posileno s objevem a rozsifenim penicilinu po roce 1944. [§]

Jednim z prvnich masovych civilnich screeningovych programt bylo testovani na diabetes
mellitus, které probihalo v letech 1946—-1947 mezi obyvateli Oxfordu ve stat¢ Massachusetts.
Z tehdejsich 4983 obyvatel jich bylo vySetfeno cca 70 %. Dalsim ptikladem je gynekologicky
screening cervikalniho karcinomu, ktery predstavili Papanicolaou a Traut vroce 1943.
Cytologicky Pap test se poté v prubéhu Ctyficatych let masové rozsifil a zlstava dialezitym
screeningovym nastrojem dodnes. [8]
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3.2 AMYLOID A AMYLOIDOZA OBECNE

Amyloid tak, jak ho v obecné roviné chapeme dnes, je nerozpustna fibrilarni proteinova
hmota, ulozena v extracelularnim prostoru organd a tkani jako dusledek celé fady funkénich
a strukturdlnich zmén, jejichz vyusténim je porucha piirozené konformace proteind. Piitomnost
amyloidu zptsobuje klinicky stav zvany amyloido6za. [9] [10]

Amyloiddza je oznaceni pouzivané pro heterogenni skupinu onemocnéni, délicich se do dvou
hlavnich skupin: 1. systémové a 2. lokalizované amyloidozy. Hlavni nastroj pro definovani
povahy onemocnéni vyuziva vztah mezi mistem sekrece amyloidového prekurzoru a mistem jeho
deponovani. U systémové amyloidozy (déale jen “SA*) je prekurzor uvolilovan nejméné na
jednom mistg, poté transportovan prostiednictvim krevniho ob&hu, a nasledné se uklada na misté
jiném. Naproti tomu typicky proteinovy prekurzor u lokalizovanych forem amyloidézy je
zpravidla produkovan pifimo v misté vzniku depozita nebo v jeho té€sné blizkosti. [9] [11]

Zatim je znamo pres tficet proteind, které davaji vzniknout amyloidu u lidi. Nové (zejména
proteomické) techniky analyzy, vyuZzivajici mj. hmotnostni spektrometrii vSak naznacuji,
ze potencial tvofit amyloid ma mnohem vice proteind. [12] [13]

Hlavni slozkou AD jsou amyloidové fibrily. Proteinové jednotky jsou ve fibrilach uspotadany
v konformaci B-sklddaného listu. Fibrily jsou stalé a rezistentni i k pisobeni proteaz. [10] Kazdy
typ amyloiddzy je spojen s jednim urcitym AP. Tento protein mize byt normalni, tzv. ,,wild-

type®, nebo (zejména v ptipadé familiarnich forem amyloidézy) mutantni. Kromé vlastnich
amyloidovych fibril existuji dalsi typické komponenty depozit. [9] [11] [13]

Tabulka 1 ukazuje Sest nejcastéjSich forem SA. Celd skupina je heterogenni v mnoha
parametrech, mezi které se fadi misto produkce amyloidogenniho proteinu, klinicky obraz
choroby, ale také plan terapeutického procesu. Je proto nezbytné, aby byl pted zahajenim terapie
jednoznacné identifikovan protein, ktery onemocnéni vyvolava. Mezi terapeutické postupy patii,
kromé farmakoterapie, naptiklad transplantace jater nebo kmenovych bunék hematopoézy. [14]

Tabulka 1 Nejcast&jsi typy systémovych amyloidoz. Zdroj: [14].

Typ Zkratka Prekurzor Misto Popis

syntézy
Amyloidéza AL Monoklonalni lehké  Kostni dfeii, =~ Primarni, ve spojeni
z lehkych retézce plazmatické s mnohocetnym
fetézeu imunoglobulind bunky myelomem (cca 10—
imunoglobulina 15 % pacienti).

Postizeni srdce,
ledvin, jater, GIT,
perifernich nervi atd.

Reaktivni AA AA Sérovy amyloid A Jatra V dasledku zvysené
amyloid6za hladiny SAA pri
chronickych

zanétech. PostiZzeni
ledvin, GIT, jater,
sleziny, nervi.
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Senilni SSA Wild-type Jatra>90 %  Spojené s procesem

systémové AATRwt transthyretin starnuti (pfevazné
amyloido6zy muzi nad 65 let).
Primarné postizeni
srdce a cév.
Amyloidéza ATTR Vice nez 100 Jatra>90 %  Vrozené.
vychazejici znamych Postizeni perifernich
z mutantniho amyloidogennich nervi, srdce, oc¢i atd.
transthyretinu mutaci transthyretinu
Amyloidéza AFib Varianty a fetézce Jatra Vrozené.
vychazejici z fibrinogenu Primarné poskozeni
fibrinogenu ledvin.
Apolipoprotein  AApoAl Varianty Jatra, GIT Vrozené.
Al amyloidéza apolipoproteinu Al Poskozeni srdce,
jater, ledvin, kiize
atd.

Nejcastéjsim typem amyloidézy v zapadnich zemich je podle Britského National
Amyloidosis Centre v soucasnosti AL amyloiddza, kterd pfedstavuje az 67 % vSech piipadu.
Drive rozsitend AA amyloidoza dnes, diky pokrocilejsi terapii zanétlivych onemocnéni,
predstavuje ve vyspélych zemich pouze cca 6,8 % piipadi. Naopak na vzestupu je vyskyt
diagnostikovanych pfipadi ATTRwt amyloidézy, ktera tvoii az 6,4 % z jejich celkového poctu,
a je spojovana s tzv. senilni systémovou amyloidozou. [13]

SA jsou casto spojeny s postizenim ledvin, které se obvykle nejprve manifestuje jako
asymptomaticka proteinurie, nebo pozdéji nefroticky syndrom. Néktefi pacienti nemusi mit
proteinurii prakticky vibec. Heterogenni klinicky obraz rendlniho poskozeni je dan faktem,
ze u nekterych pacienttl, resp. u nékterych typii amyloid6zy, je dominantni vaskularni postizeni,
zatimco u jinych jsou AD p¥itomna v glomerulech, nebo v peritubularnich oblastech dieng. Casté
je renalni postizeni u AL a AA amyloidozy, méné obvyklé u ATTR a né¢kterych dalSich typt
hereditarnich amyloiddz. PostiZzeni ledvin mtize byt vyznamné také u AFib, ALECT2, AApoAl,
AApoAll a AApoAlV amyloidoz. [15]

Ackoli nejcastéji postizenym organem u SA jsou ledviny, hlavni pfi¢inou umrti pacientt
je posSkozeni srdce, které se vyskytuje az u 50 % pacientti s AL amyloid6zou. [13]

Diagnostika SA je zaloZena na vysetfeni tkaiiovych biopsii. Jeji nedilnou soucasti je nejen
demonstrace pfitomnosti depozit ve tkani, ale také typizace AP. Typizace, tedy jednoznacné
urceni konkrétniho proteinu tvoticiho amyloidové fibrily, je zcela nezbytna s ohledem na rozdily
v prognodze a v terapii onemocnéni. [12] Median veéku pacientd, kterym je nové diagnostikovana
SA, je 68 let. Muzi predstavuji 61,7 % pripadl a tvofi tak signifikantni vétSinu. [16]

V souvislosti se starnutim, ale také s konkrétnimi onemocnénimi, jsou casto piitomny
specifické formy lokalizovanych depozit amyloidu. Dobie zndma jsou loziska AP-amyloidu
(spojend s Alzheimerovou chorobou) a AIAPP-amyloidu (pfitomna v Langerhansovych
ostrivcich u pacientd s diabetem II. typu). [11]
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U nékterych degenerativnich onemocnéni, spojenych mj. s procesem starnuti, bylo prokazano
hromadéni patologickych amyloidovych fibril. Mezi tato onemocnéni patii napiiklad
Alzheimerova choroba, Parkinsonova anebo Huntingtonova choroba. [17] Jmenovana
onemocnéni jsou spojena se vznikem intracelularnich proteinovych inkluzi fibrildrni povahy,
vykazujicich jednu nebo vice vlastnosti charakteristickych pro amyloid. Nejvyznamnéjsi z této
skupiny jsou tzv. Tau proteiny, tvofici spolu s Ap amyloidem neurofilamentarni klubicka
v cytoplazmé neuronti u pacientll s Alzheimerovou chorobou. Intracelularni formy amyloidu
nicmén¢ nejsou v soucasné klasifikaci a nomenklatufe amyloid6z zahrnuty. [10]

3.3 STRUKTURA AMYLOIDU

3.3.1 Nativni struktura proteini

Molekularni struktura proteinil se jak in vivo, tak in vitro neustdle méni, rotuje a vibruje.
To, co nazyvame strukturou proteinu, je pouze nejpravdépodobnéjsi okamzita konformace,
zalozena na energetickych vztazich mezi funkénimi skupinami, vytvoiend s ohledem
na termodynamické zakony. Je neustdle ovliviiovdna interakcemi s prostfedim a dal§imi
molekulami v ném. Ty mohou vést ke zménam, slouzicim jako dil¢i ¢ast spoustéciho mechanismu
vzniku amyloidovych fibrilarnich struktur. [18]

3.3.2 Mechanismy udrZujici proteostazu

Aby sebe a proteom ochranily pted poskozenim, zpisobenym v disledku hromadéni proteinti
s patologickou konformaci, disponuji vSechny bunky protektivnimi ndastroji, umoznujicimi
produkci proteintl kontrolovat. Mezi tyto nastroje se fadi i molekularni chaperony, které jsou
doslova vSudyptitomné, produkovany ve vSech subcelularnich kompartmentech, buiikach
a tkanich. Predstavuji skupinu vysoce specializovanych proteind, které interaguji mj. s noveé
syntetizovanymi peptidy, aby vznikajicimu proteinu pomohly zaujmout ptirozenou strukturalni
konformaci. Maji schopnost identifikovat proteiny s alterovanou strukturou a je-li to mozné, tuto
poruchu zvratit. Mezi jejich dalsi funkce patii asistence pii skladani multimernich proteinovych
komplextl, nebo pfi transportu proteind pies biologické membrany. [19]

Mezi molekularni chaperony se fadi napt. proteiny tepelného Soku (Hsp — heat shock
proteins). Ty jsou podle své molekulové hmotnosti rozdéleny do skupin Hsp100, Hsp90, Hsp70,
Hsp60, Hsp40 a tzv. malé Hsp proteiny (sHsps —small heat shock proteins). Kazda z téchto skupin
obsahuje nekolik proteind, které jsou produkovany v rtiznych subcelularnich kompartmentech
a v ruznych tkanich. [19]

Navzdory robustnosti a kapacité¢ chaperonového systému rozpoznat proteiny s alterovanou
strukturou, a nésledné vyvolat reakci, ktera vede bud’ k jejich opraveé nebo degradaci, chronicka
produkce patologickych protein tuto kapacitu piekracuje a vede k akumulaci poruSenych
proteinovych jednotek, které jsou s rostouci koncentraci nachyInéjsi k agregaci. [9] [19]

3.3.3 Struktura amyloidovych fibril

Vybor pro Nomenklaturu Mezinarodni Spolec¢nosti pro Amyloid jej definuje jako
extracelularni depozita proteinovych fibril, majici charakteristicky vzhled pii pouziti elektronové
mikroskopie, typickou rentgenovou difrakci, a dale afinitu ke KC, s charakteristickym dvojlomem
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a vyskytem tzv. anomalnich barev, je-li amyloid po obarveni KC pozorovéan v polarizovaném
svétle. [4] [9] Strukturdlni definice pak déale uvadi typické sekundarni uspotadani B-skladaného
listu, které zaujimaji proteinové podjednotky amyloidovych fibril. [4]

Potencialni schopnost zménit své strukturalni uspoiadani a tvofit amyloid ma za urcitych
podminek vétsina proteini. [20] Navzdory tomu zndme pouze omezené mnozstvi proteintl, realné
tvoticich amyloid in vivo. Divody prozatim nejsou pln€ objasnény. [9] Vyzkumy a klinicka
pozorovani popsaly nékolik zakladnich piedpokladt, spojenych se schopnosti proteinového
prekurzoru tvotit amyloid. Jsou jimi: 1. patologické a dlouhodobé zvySeni sérové koncentrace
proteinu s tendenci agregovat, 2. vrozend modifikace v primdrni struktufe proteinu;
3. proteolytickd remodelace proteinového prekurzoru a 4. pfirozena nachylnost proteinu
(vychazejici z primarni struktury) ziskat za urcitych okolnosti odliSnou konformaci. [4] [9]

Primarni struktura proteint, v kombinaci s podminkami prostfedi a interakcemi jeho dalSich
slozek, mohou zplsobit Castecnou destabilizaci pfirozené konformace proteinu a zvysit jeho
nachylnost k agregaci a nasledné tvorbé fibrilarnich struktur. Tak vznikd tzv. agregacni jadro,
které mize interagovat s dal$imi prekurzorovymi jednotkami, a tim umoznit jejich pfipojeni
k tvotici se fibrile. [9] [18] K této konformaéni zméné dochazi typicky bud’ na zacatku, nebo
na konci Zivotniho cyklu proteinu. [21]

Navzdory tomu, ze prekurzorové proteiny nejsou evolucné ani strukturalné ptibuzné, zakladni
fibrilarni slozky amyloidu, tvofené rlznymi stavebnimi komponentami, navic pochazejici
z rozdiln€ lokalizovanych depozit, maji podobné strukturalni vlastnosti u vSech typii SA. Tato
podobnost spocivd v sekundarni struktufe AP, které vzdy zaujimaji typickou konformaci.
Patogenetické pozadi vzniku jednotlivych typti SA (a klinické projevy) jsou pfitom casto velmi
rozdilné. [4] [18] [20] [22]

Amyloidové fibrily se ve tkanich nachazeji ve formé extracelularné ulozenych,
nerozpustnych, rigidnich a nevétvicich se vldken o priméru cca 8-20 nm. Fibrily vykazuji
periodické pootaceni se podél dlouhé osy a mohou dosahovat délky az 100 um. Vazi na sebe KC
a pfi pozorovani v polarizovaném svétle vykazuji charakteristickou difrakci s pfitomnosti
specifickych, tzv. anomalnich barev. Pokud jsou vlakna extrahovana z tkané (v roztocich s nizkou
iontovou silou a v destilované vod¢ se fibrily stavaji vice rozpustnymi, tvoii ale spi§ gelovitou
suspenzi intaktnich fibril nez pravy roztok) a analyzovana metodou rentgenové difrakce, vykazuji
obraz charakteristicky pro konformaci p-skladaného listu. [4] [6] [20] [23] [24]

Cela struktura amyloidové fibrily je tedy tvofena mnoha kopiemi jediného proteinu,
zaujimajiciho konformaci -skladaného listu, ackoli jeho pfirozena struktura je obvykle odlisna.
[4] [18] Dle experimentalnich zjisténi je paralelni uspotfadani B-listu Castéjsi, vyskytuji se ale
i fibrily s antiparalelnim uspotadanim. [4] Zékladni kostra vodikovych vazeb mezi amyloidovymi
podjednotkami prochazi fibrilou paralelné s jeji dlouhou osou. Tento typ tzv. supersekundarni
konforma¢ni struktury dava amyloidovym fibrilam jejich charakteristické vlastnosti. [24] [25]

Amyloidové fibrily jsou tvofeny né€kolika podjednotkami. Béhem fibrilogeneze nejprve
vznikaji rozpustné amyloidové oligomery (dale jen ,,AO), ze kterych se nasledné vytvaii
protofibrily. Samotné primarni (zralé) fibrily jsou poté tvoteny nékolika protofibrilami, které jsou
kolem sebe ovinuty. [4]
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3.3.4 Oligomery a fibrilogeneze

Agregace AP je vysoce komplexni proces, béhem n¢hoz vznikd fada riznych forem
vyslednych multimernich struktur. Ty jsou od sebe navzdjem morfologicky i funkéné odlisné.
U mnoha z nich byly prokazany piimé toxické t€inky, u dalSich se ptedpokladaji. Tyto vlastnosti
jsou jednou ze zakladnich slozek patogeneze amyloidoz (viz dale). [26]

AO jsou rozpustné nemonomerni struktury, tvofici v mnoha ohledech zna¢né heterogenni
populaci. Vznikaji bud’ jako intermedidty fibrilogeneze nebo jako vlastni findlni produkty
agregace AP. Velikostné se pohybuji od dimerti po velké multimery, skladajici se az z padesati
agregovanych molekul monomert. VétSinou tvoii populaci zhruba sférickych ttvart, které se
mohou déle spojovat a vytvaret vyssi strukturni celky. Mezi ty patii v prvni fadé protofibrily,
jejichz spojovanim vnikaji vlastni zralé fibrily. [21] [26]

AOQ, které se vytvori coby finalni produkt agregace, vykazuji strukturni odlisnosti od zralych
fibril a nemaji né€které jejich typické vlastnosti. Byla u nich napiiklad zjisténa struktura
B-skladaného listu v predominantné antiparalelnim uspotadani polypeptidovych vlaken. Naproti
tomu u zralych amyloidovych fibril je toto uspotadani zpravidla paralelni. Hromadici se poznatky
o struktufe rozpustnych AO piinasi udaje o vztahu jejich usporadani a toxicity. Ukazuje se
napiiklad, Ze vysoce toxické oligomery se pohybuji v uréitém velikostnim rozmezi a zaroven je
jejich povrch zvysené hydrofobni. Tato data by mohla poslouzit jako vychozi bod pro dalsi
smérovani vyzkumu mozné (snad i do zna¢né miry univerzalni) terapie SA. [26]

Studie vyuzivajici transmisni elektronové mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil ukazaly,
ze amyloidové fibrily sestavaji ze dvou az Sesti protofibril. Amyloidové protofibrily jsou
a periodicitu uspofadani, na rozdil od zralych fibril. Jsou také tenci a kratsi, s délkou nejCastéji
do 400 nm a primérem v rozmezi 2—10 nm. Protofibrily jsou kolem sebe spiralovité (nejCastéji
levotocive) obtoceny, ¢imz vytvareji vyssi strukturu podobnou lanu. [4] [22] [26] Mezi zrajicimi
protofibrilami dochazi béhem agregace k lateralnim interakcim, které davaji vzniku Sroubovicové
struktute fibril. Amyloidové fibrily tvofené z riiznych prekurzorovych proteinti (nebo i fibrily
tvofené ze stejnych jednotek, ale za riznych podminek) mohou na této urovni vykazovat
odli$nosti ve strukturalnim uspotadani. [6]

Dals$im typem amyloidovych agregati jsou cirkularni struktury, které jsou sloZzeny z n€kolika
oligomernich podjednotek. Jejich struktura je odlisna od amyloidovych fibril a protofibril. Blizsi
detaily o jejich struktufe, mechanismu vzniku a pfipadném podilu na patogenezi onemocnéni,
jsou predmétem dal§iho vyzkumu. [22] [27]

3.3.5 DalSi komponenty depozit

AD jsou v prvni fad¢ tvotena fibrilami, pfipadné i dal$imi typy amyloidovych agregatt. Mimo
to vSak ve své struktufe obsahuji také nefibrilarni molekuly dal§ich komponent. [28] Tyto
sekundarni komponenty pfedstavuji rozmanitou skupinu latek, jejichz pfesny vyznam
v komplexni etiologii systémovych amyloid6z neni pfesné objasnén. [6] [9]

S vyuzitim proteomickych technik byla v poslednich letech zmapovana takika univerzalni
»amyloidova proteinova signatura“. Ta zahrnuje spektrum proteinii asociovanych s AD
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a predstavujicimi tak jakysi ,,otisk prstu“ (amyloid fingerprint proteins), ktery by mohl byt
potencialnim diagnostickym néstrojem pro proteomické detekce amyloidéz. [7] [12]

Mezi tyto non-fibrilarni slozky AD patii zejména sérovy amyloidovy protein (dale jen
»SAP“ — vice viz Appendix I) apolipoprotein E a apolipoprotein A-IV. Dale jsou pfitomny latky
tvoftici fyziologickou soucast extracelularni matrix, jako jsou glykosaminoglykany, glykoproteiny
(napf. vitronektin, perlekan) a lipidy. [4] [6] [28]

Role téchto dalsich slozek AD neni pfesné znama, jejich pfitomnost vSak pravdépodobné
ovliviwgje kinetiku procesi agregace a fibrilogeneze. Ackoli maji amyloidové fibrily v pfitomnosti
vhodnych monomernich jednotek autopropagacni vlastnosti a dal§i komponenty nejsou pro
fibrilogenezi nezbytné, predpoklada se, zZe tyto dil¢i slozky vytvareji matrix, kterd pomaha tvotici
se fibrily stabilizovat. V in vitro experimentu bylo prokazano, ze SAP inhibuje proteolyzu
amyloidovych fibril prondzou, katepsinem G a elastizou neutrofill. Rozdilné slozeni
extracelularni matrix by také mohlo prispivat k jisté tkanové specificité nekterych typti SA. [6]
[12] [24] [28]

3.4 OBECNE PRINCIPY PATOGENEZE AMYLOIDOZ

SA tvofi rGznorodou skupinu zavaznych onemocnéni, kterd jsou spojena s pfeménou
ptirozené struktury proteinti ve vysoce organizované fibrilarni agregaty typickych strukturalnich
a tinkénich vlastnosti. Stejné rozmanita je i etiopatogeneze amyloidoz, ktera doposud nebyla
detailné zmapovana. [14] Ani pfesny mechanismus vzniku amyloidu in vivo neni zcela objasnén.
Vime ale Ze rizné typy amyloidu, navzdory rozdilnému ptvodu, sdileji shodnou zakladni
strukturu. Jestlize trojrozmérnd struktura determinuje vlastnosti proteinti, pak shodna struktura
amyloidovych agregati naznacuje i shodny mechanismus jejich patologického ucinku. [9] [17]

Vysledkem procesu formace AD je poskozeni buné€k a tkani, vedouci k organové disfunkeci.
Diivéjsi hypotézy o patogenezi amyloid6z predpokladaly, ze poskozeni organti Ize vysvétlit jako
prosty disledek hromadéni amyloidovych hmot ve tkanich, vedouci k mechanické poruse jejich
funkci. Mechanicky princip ale neni jedinym divodem tkanového poskozeni a ukazuje se,
Ze primarnim Cinitelem patologickych procest jsou spiSe rozpustné AQO. [14] Tato domnénka
je podpofena faktem, Ze u nékterych pacientti s AL amyloidézou, u kterych se podaii potlacit
patologicky klon plazmatickych bunék, dojde k rychlému zlepSeni organové funkce (zejména
myokardu), aniz by doslo ke znatelné resorpci depozit. [6] [29] [30]

Koncem 90. let minulého stoleti se vyzkum zaméfil na cytotoxicky potencial prekurzort
zralych fibril, na AO. Oligomery jsou od té doby povazovany za hlavniho Cinitele toxického
plsobeni amyloidu. [22] K organovému poskozeni pfispivaji ziejme i monomerni amyloidové
jednotky a samoziejmé také zralé fibrily, tvoiici asto objemna depozita. Uginek jednotlivych
typt amyloidovych agregati mize mit aditivni, pfipadné i synergicky efekt na poskozeni tkani.
[30] Uloha cirkularnich oligomernich struktur v patogenezi onemocnéni neni prozatim znama.
[27]

Experimentalni studie ukéazaly, ze AO jsou cytotoxické a tento efekt je mozné pozorovat
u v8ech testovanych populaci rozpustnych oligomerid (véetné téch, které byly uméle piipraveny
z proteintl, které za béznych podminek amyloid netvofi), nezavisle na jejich primarni struktute.
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To naznacuje, ze klicovym prvkem jejich toxicity je obdobna sekundarni strukturalni konformace,
a ze spolecné s ni oligomery sdili i obecny princip ptisobeni. [31]

Primarnim mistem toxického ucinku rozpustnych AO jsou biologické membrany. Jejich
plsobenim vzriusta elektrickd vodivost membrany a jeji permeabilita pro ionty. Tvorba
transmembranovych pord vSak prokazéna nebyla, ackoli jejich vznik nékteré teorie
ptedpokladaly. ZvySeni permeability membran, ke kterému v disledku piisobeni oligomeri
dochazi, je zfejme jednou z klicovych soucasti mechanismu patogeneze, a uplatiluje se nejen pii
poskozeni tkani u SA, ale také u nékterych degenerativnich onemocnéni asociovanych s tvorbou
a uklddanim tzv. intraceluldrniho amyloidu. Obdobné poskozeni membrédn neni vyvolano
pusobenim zralych amyloidovych fibril ani monomernich jednotek. Pfedstavuje ziejmé primarni
patogenni ucinek rozpustnych AO. [22] [31]

V souvislosti se zvySenim permeability bunécné membrany dochazi k jeji depolarizaci a také
k rozvratu iontové rovnovahy, zejména k rapidnimu zvySeni volného cytosolického vapniku.
Pokud jsou bunky nejprve vystaveny piisobeni tapsigarginu, ktery specificky blokuje uvoliiovani
vapniku z endoplazmatického retikula, k takovému rapidnimu nartstu volného vapniku
nedochazi. To poukazuje na schopnost oligomerd proniknout do nitra bunky, kde atakuji také
nitrobunééné membranové struktury. [17] [22]

Poskozenim biologickych membran, a v disledku rozvratu iontové rovnovahy, mize byt
naruseno Siroké spektrum bunéénych funkci a také transmembranovych signaliza¢nich drah. Dale
mize dochazet ke zvySené produkci reaktivnich molekul spojenych s oxidativnim stresem
a k mitochondrialni disfunkci, ktera mize zpétnovazebné jesté podpofit rozsifeni konformacnich
zmeén proteintl, protoze mnohé molekularni chaperony pottebuji pro svou funkci ATP. [17] [24]
[31]

Mimo ptfimého toxického ucinku se uplatiuje jiz zminény mechanicky princip poruchy
funkce tkani. Pfitomnost AD narusuje fyziologickou morfologii a depozita ukladana v cévnich
sténéach (a jejich bezprostfednim okoli) zplsobuji poruchu transportu fady latek. Cely proces
patogeneze amyloid6z je velmi komplexni a jeho klinickym vyusténim je porucha funkce (az
selhani) nejrizngjSich organl. Nejcastéji vSak dochdzi k manifestaci symptomti spojenych
s renalni disfunkci, nebo k projeviim poskozeni myokardu. [24]

3.4.1 Tkanova specificita

Molekularni mechanismy, které vedou k organové specificité nékterych typti amyloidoz,
nejsou plné znamy. Zda se, ze velkou roli zde hraje rozdilné sloZzeni extracelularni matrix
v jednotlivych typech tkani. Interakce proteinti v extracelularnim prostoru jsou extrémné
ruznorodé a zahrnuji velkou skupinu riznych typtu reakci od téch nizce afinitnich (reakce
s molekularnimi chaperony), az po vysoce afinitni vazby se specifickymi receptory. Rtizné organy
vykazuji drobné rozdily ve slozeni této matrix, a to je pravdépodobné jednim z mechanismui
vedouci k selektivni tkanové afinité depozit. Dal§im soucinitelem je pak ziejmé konkrétni
primarni struktura AP, ktera determinuje jeho interakéni potencial. Tento mechanismus je dobie
patrny u hereditarnich amyloidoz, kde rizné mutace v jednom prekurzorovém proteinu casto
vyusti v ukladani amyloidu v riznych organech. ProtoZze pfi vzniku AP zjejich prekurzort
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se Casto uplatiuji proteolytické mechanismy, je mozné, Ze slozeni extracelularnich protedz
ve tkani také hraje roli pfi specifickém ulozeni AD. [6] [30] [32]

3.5 NOMENKLATURA AMYLOIDOZ

Potieba soustavné a uniformni nomenklatury je dana snahou o efektivni komunikaci mezi
jednotlivymi odveétvimi mediciny. Cilem je zajistit v€asnou a spravnou diagnostiku, umoznujici
pouziti vhodnych terapeutickych nastroji. Jednozna¢né a srozumitelné oznaceni amyloid6z
je nezbytné s ohledem na rozdily v prognéze a terapeutickém planu. [9] [10]

Star$i literatura v sobé misila mnoho riznych oznaceni, zaloZzenych na klinickych
a histopatologickych aspektech onemocnéni. Pivodni systém déleni amyloid6z vychazel z dob,
kdy jejich povaha nebyla piesné znama. Prohlubujici se znalosti o biochemické povaze amyloidoz
a jejich prekurzort, ucinily logickou a snadno pochopitelnou nomenklaturu naprosto nezbytnou.
Kdyz byla v sedmdesatych letech ozfejména chemickd rozmanitost AP, byl ucastniky
mezindrodniho sympozia pro amyloidézu, konaného v roce 1974 v Helsinkach, jmenovan Vybor
pro nomenklaturu. Od t€ doby se u prilezitosti konani mezinarodnich sympozii, a v ndvaznosti na
nové objevy, vydavaji doporuceni pro pouzivani nomenklatury AP a amyloidéz. Dnes jsou
vSechny typy amyloidu oznaCovany podle jejich prekurzorového proteinu. Tento systém vytvaii
raciondlni a snadno pochopitelnou nomenklaturu, vhodnou pro stale se zvySujici pocet znamych
amyloidogennich proteind. [9] [10] [11] [23]

Nomenklatura amyloidu je zalozena na chemické povaze proteinu, tvoriciho podstatu
extracelularnich fibril. Na stejném principu by méla byt zalozena i klasifikace klinicka. AP
je definovan takto: protein se musi vyskytovat ve tkanovych depozitech a musi vykazovat
specificky dvojlom s vyskytem tzv. anomalnich barev (zelena, zluta nebo oranzova). Mutantni
protein musi byt také jednoznacné identifikovan pomoci sekvencni analyzy. Neni pfitom
dostatecné identifikovat mutaci v kodujicim genu, ale je nutné prokdzat zameénu
v aminokyselinové sekvenci vlastniho AP. [23]

AP je znaCen pismenem A, nasledovanym zkratkou jeho prekurzoru. Pokud je naptiklad
amyloid odvozen od lehkych fetézcti imunoglobulini, AP je oznacovan AL a stav, ktery jeho
pritomnost vyvolava, je oznacovana AL amyloidoza. Pro oznacovani amyloidu a amyloidozy je
nutné pouzivat cely nazev (napf. ,,AL amyloid a ,,AL amyloid6za“), nikoli pouze zkratky, které
oznacuji jen specificky protein. [11] AP jsou nékdy (zejména u hereditarnich amyloid6z) také
oznaCovany mutaci v jejich primarni struktufe, ktera stav vyvolava (napt. ATTRV30M, nebo
ALysI56T). Tato nomenklatura byla pievzata Svétovou zdravotnickou organizaci a je
doporuc¢ovéna Vyborem pro nomenklaturu, ziizenym pii Svétové spolecnosti pro amyloidozu
(The Nomenclature Committee of the International Society of Amyloidosis). [10] [23]

V soucasnosti je znamo 31 lidskych proteinovych prekurzort amyloidu (viz Tabulka 2). Dva
z nich jsou iatrogenniho puvodu a devét z nich bylo identifikovano i u zvifat. Byly také
pozorovany intracelularni proteinové inkluze s vlastnostmi charakteristickymi pro amyloid,
ty vSak nejsou v soucasné nomenklatute zahrnuty. [10] [23]

Ve starsi literatufe jsou pouzivana rizna oznaceni (Casto vice pro jeden typ amyloidozy),
zalozena prevazné na klinickych projevech onemocnéni. Néktera tato oznaceni jsou pfitom stale
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pouzivana. Ptikladem muze byt ATTR amyloiddza, pro kterou zndme nazvy Familiarni amyloidni
polyneuropatie, Familiarni amyloidni kardiomyopatie, nebo Leptomeningeéalni amyloidéza. Aby
nedochazelo k omyliim, je diirazn¢ doporuc¢eno pouzivat nomenklaturu zalozenou na chemické
povaze prekurzorového proteinu. Klinicka klasifikace oznacujici AL amyloidozu jako primarni a
AA amyloiddzu jako sekundarni, je siln€ obsoletni a neméla by byt jiz viibec pouzivana. Oznaceni
Senilni systémova amyloidéza bylo pouzivano pted tim, nez bylo prokdzano Ze se jedna o
onemocnéni se specifickym amyloidovym prekurzorem, a ne pouze o srde¢ni onemocnéni
spojené se starnutim. AP u Senilni systémové amyloidozy je odvozen od wild-type TTR a

onemocnéni by proto mélo byt ozna¢ovano jako ,,wild-type ATTR (ATTRwt) amyloidoéza®. [10]
[23]
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Tabulka 2 Znamé lidské amyloidové proteiny. Zdroj: [23].

Amyloidovy  Prekurzorovy protein Systémové Ziskané Cilové organy
protein a/nebo nebo
lokalizované  dédi¢né

AL Lehké fetézce imunoglobulint S, L Z,D Vsechny organy kromé CNS
AH Té&zké fetézce imunoglobulint S, L V4 Vsechny organy kromé& CNS
AA Sérovy amyloid A S V4 Vsechny organy kromé& CNS
ATTR Transthyretin, wild-type S z Eﬁzvl%éasiiii (pfevazné u

Transthyretin, mutantni S D PNS, srdce, oko, leptomeninx
Ap2M 2-Mikroglobulin L V4 Muskuloskeletalni systém

B2-Mikroglobulin, mutantni S D PNS
Aaport Apmepmien sicho g D Skl NS
AApoAII ?;‘f;gigpmtein Al ajeho S D Ledviny
AApoAIV Apolipoprotein A-IV S zZ Es:g;:sivm a systémove
AGel Gelsolin a jeho varianty S D PNS, rohovka
ALys Lysozym a jeho varianty S D Ledviny
ALECT2 %e“k“yté‘mi chemotakticky g z Primérné ledviny

aktor 2

AFib Fibrinogen a a jeho varianty S D Primarné ledviny
ACys Cystatin C a jeho varianty S D PNS, kiize
ABri ABTriPP a jeho varianty S D CNS
ADan ADanPP a jeho varianty L D CNS
Ap Amyloid B, wild-type L Z CNS

Amyloid 8, mutantni L D CNS

Prionové proteiny, wild-type L Z CJD, Fatalni insomnie
APrP Prionové proteiny, mutantni L D Eljs](?r’ngisés syndrom, Fatdlni
ACal (Pro)kalcitonin L Z Nadory z C-bungk §titné zlazy
AIAPP Amylin L Z Langerhansovy ostriuvky
AANF Atrialni natriureticky faktor L Z Srdecni siné
L 2 T
Alns Inzulin L Z Ilatrogenni poddvanim injekei
ASPC Plicni surfaktant L V4 Plice
AGal7 Galektin 7 L V4 Kuze
ACor Corneodesmosin L Z %;SES;I; {€1¢ epitelie, vlasove
AMed Lactadherin L V4 Postizeni medie aorty s vékem
AKker Keratoepithelin L Z Rohovka
ALac Laktoferin L zZ Rohovka
AOAAP gg:(;]g;%:glgrﬁ‘::iiOblaSt_ L z Odontogenni tumory
ASeml Semenogelin 1 L Z Vesicula seminalis

Lokalizovana depozita v kiizi

AEnf Enfurvitid L V4 Ilatrogenni vznik pti podavani

antivirotika Enfurvitidu
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3.6 ZAKLADNI INFORMACE K VYBRANYM TYPUM AMYLOIDOZ

3.6.1 AA amyloidoza — Sérovy amyloid A

Systémovd AA amyloid6za, nékdy oznaCovana jako tzv. reaktivni, se vyviji na podkladé
chronicky probihajiciho zanétlivého onemocnéni. Odhaduje se, Ze celosvétové tvoii AA
amyloidoza cca 45 % vSech pripadd generalizovanych SA. Ukladani fibril AA amyloidu je
dasledkem dlouhodobé zvysené sérové koncentrace proteinu akutni faze — sérového amyloidu A
(SAA — viz Appendix 1), ktery je produkovan jatry pii zvySené koncetraci prozanétlivych
cytokinii. [9] [13]. Reaktivni AA amyloidoza je tedy potencialni komplikaci jakéhokoli
onemocnéni, spojenych s dlouhodob¢ zvysenou produkei reaktantti akutni faze. Vycet takovych
onemocnéni z fad chronickych infekénich nebo autoimunitnich zanétlivych stavi, je pritom témet
neomezeny. Bioptické a post mortem vySetfeni ukazuji, ze depozita AA amyloidu je mozné nalézt
u cca 3,6 — 5,8 % pacientt s chronickym zanétlivym onemocnénim. [33]

Historicky byla celosvétovou hlavni pti¢inou vzniku AA amyloidozy skupina chronickych
infek¢nich onemocnéni, jako naptiklad tuberkuldza, lepra a chronicka osteomyelitida. Chronicka
infekéni onemocnéni nadale zlstavaji hlavnim indukénim faktorem vzniku AA amyloidézy
v rozvojovych zemich. Oproti tomu v rozvinutych (zapadnich) zemich, kde moderni medicina
potlacila chronické infekéni choroby, se hlavni pfi¢inou vzniku AA amyloidozy stala slupina
chronickych neinfek¢énich autoinflamatorni onemocnéni (revmatoidni artritida, ankylozujici
spondylitida, atp.). [9] [18] AA amyloid6za se také mlze vyvinout u pacientd s chronickymi
onemocnénimi, jako napt. familiarni stfedomotskd horecka, syndrom imunoglobulinemie D,
Muckle-Wellstiv syndrom, a vzacnéji i u pacientl s neoplastickymi stavy, napt. hepatocelularni
karcinom, renalni karcinom, Castlemanova choroba, Hodgkinova choroba, nebo vlasatobuné¢na
leukemie. Systémova AA amyloidéza se mize vyvinout jako zdvaznd komplikace u drogove
zavislych jedincti. Uz v 70. letech byly v USA popsany piipady AA amyloidozy, ktera se
rozvinula v disledku chronickych infekci u dlouholetych intravendznich uzivateld drog. [9] [14]
[15][34]

Atypickou skupinou, ktera se zda byt ohrozena vznikem AA amyloiddzy, jsou obézni pacienti
(BMI nad 35 kg/m?). U nich byly prokdzany zvysené plazmatické koncentrace proteinti akutni
faze (mezi nimi i SAA) a prozanétlivych cytokinii (zejména interleukin 6, TNF-o, makrofagovy
zanétlivy protein 1a). Cést t&chto latek je produkovéana leukocyty prostupujicimi tukovou tkai,
SAA je pak produkovén samotnymi adipocyty. Zda se, Ze spole¢né s jeho produkci jatry mize
vést jeho trvale zvySena plazmaticka koncentrace ke vzniku AA amyloidozy, a to bez tcasti
dalsich zanétlivych stavli. U obéznich pacientli s poruchou renalnich funkci, by méla byt AA
amyloidéza zvaZovéana jako jedna z moznych pficin, i kdyz pacient netrpi zadnym dal$im
chronickym zanétlivym onemocnénim. [35] [36]

AA amyloid byl jeden z prvnich AP u které¢ho bylo prokazano, ze jeho prekurzorem je
strukturalné i funkéné normalni plazmaticky protein SAA. [6] Pfesny mechanismus patogeneze
neni zcela zndm, nicméné piedpoklada se spolutcast inkompletni proteolyzy, jejiz kapacita je
dlouhodobou vysokou koncentraci SAA piekrocena. Béhem fyziologické degradace SAA
dochazi k jeho stépeni na malé peptidové fragmenty. Pokud je vlivem chronického zanétlivého
onemocnéni jeho hladina dlouhodobé zvysend, mize presahnout degradacni kapacitu organismu
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a vlivem inkompletni proteolyzy pak dochazi k produkci amyloidogennich fragmentt. Nasledné
dochazi k jejich agregaci a ukladani ve tkanich (pfesny mechanismus neni popsan). [6] [9] [33]

Nejcasteji postizenymi organy u pacientll s AA amyloid6zou, jsou ledviny. Cca 95 % pacientti
s AA amyloidozou ma v Case diagnozy klinicky prokazatelnou rendlni disfunkci a az u 50 %
diagnostikovanych pacienti vede zhorSovani rendlnich funkci k nutnosti hemodialyzy. Témér
u vSech pacientil je také postizena slezina, u tfetiny pak nadledviny. Dal§im casto postizenym
organem jsou jatra a varlata. Zhruba 9 % pacientli vykazuje vlivem onemocnéni hepatomegalii.
Poskozeni srdce a nervil byva u AA amyloidozy vzacnéjsi, naopak pomérné Casté je postizeni
GIT. [9] [18] [37] Ackoli AA amyloidoza mize mit prudky pribéh, stfedni doba latence mezi
vznikem zéanétlivého onemocnéni a klinicky prokazatelnou SA je témét dvé desetileti.
Onemocnéni se obvykle projevi proteinurii, nasledovanou progresivnim renalnim selhavanim,
¢asto nasledovanym nefrotickym syndromem. [38]

Progndza pacientll s AA amyloidozou zavisi na stupni renalniho poskozeni a na moznosti
ovlivnit primarni zanétlivé onemocnéni. Pokud dojde k dlouhodobému snizeni sérové hladiny
SAA, amyloidova depozita mohou byt postupné¢ pomalu redukovana a zaroven muze dojit
ke zlepSovani renalnich funkei. Pokud nedojde ke snizeni hladiny SAA, ukladani amyloidu vede
az k terminalnimu stadiu renalniho selhani. Pacientim s pokrocilym stadiem poskozeni ledvin
nemusi k obnoveni renalni funkce dostacovat ani kompletni suprese zanétlivého onemocnéni. [9]
[331[38]

Diagnostika AA amyloidozy se opira o histopatologické vysetieni tkanového vzorku, tedy
o prikaz a typizaci AD. Protoze u pacientti s AA amyloid6zou jsou predominantné postizeny
ledviny, nejcastéji vySetfovanymi tkanovymi vzorky jsou rendlni biopsie. Dale se uplatiuji
biopsie podkozniho tuku, biopsie rektalni sliznice, nebo slinné zlazy. Endoskopické vzorky
sliznice GIT (zejména biopsie ztlustého stieva a rekta) jsou vhodnym materidlem pro
screeningova vysetfeni, zamétfena na detekci AA amyloidozy. [2] [9]

3.6.2 AL amyloidoza — Lehké Fetézce imunoglobulinii

AL amyloidoza je prevazné systémové onemocnéni (lokalizované formy predstavuji asi
5-7 % ptipadt), vyvolané ukladanim amyloidovych fibril, které vychazeji z lehkych fetézci
imunoglobulinti. Zdrojem prekurzoru je patologicky klon plazmatickych bungk, produkujicich
monoklonalni lehké imunoglobulinové k nebo A fetézce. Miize vzniknout také v asociaci
s mnohocetnym myelomem, Waldenstromovou makroglobulii, POEMS syndromem, lymfomy,
nebo chronickou lymfocytarni leukémii. AL amyloidoza je nejcastéji se vyskytujicim typem SA
v zapadnim svéte. [9] [18] [39] [40]

U pacientt s AL amyloidozou je pfitomen patologicky klon plazmatickych bunék, které
produkuji velké mnozstvi monoklondlnich lehkych fetézcli. VétsSina klondlnich elementt
je zpravidla lokalizovana v kostni dfeni, ale podil na celkové bunécnosti nebyva vyrazny (max.
9 %) a 85 % pacientit s AL amyloid6zou netrpi zadnymi dal$imi klinickymi projevy spojenymi
s pritomnosti patologického klonu. Kromé zralych plazmatickych bunék je amyloidogenni
populace tvofena také méné diferencovanymi dfefiovymi progenitorovymi bunkami, a zralymi B-
lymfocyty. Klonalni elementy se kromé periferniho fecist¢ mohou nachazet naptiklad také ve
slezing a lymfatickych uzlinach. [9] [39] [41]
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Z hlediska klinickych projevil je AL amyloid6za heterogenni onemocnéni a ukladani AD
muze nastat takika v jakémkoli organu kromé€ mozku. Mezi typické projevy (objevujici se ale
pouze u 15-20 % pacientll) patii naptiklad makroglosie, nebo periorbitalni purpura. Nejcastéji
postizenym organem jsou u pacientli s AL amyloidézou ledviny (cca 70 % pacientl). V dobé
stanoveni diagnozy trpi nefrotickym syndromem zhruba polovina pacientli, ale terminalniho
stadia rendlniho selhdni dosdhne jen asi 20 % pacienti. Vétsi dopad na pfezivani ma kardidlni
poskozeni (cca 50 % pacientli umira na srdecni selhani), které¢ je v dobé stanoveni diagnézy
ptitomno u cca dvou tfetin pacientti. U priblizné 25 % pacientl se vyviji amyloidova hepatopatie.
Neékdy miize vést masivni depozice amyloidovych hmot k spontanni ruptufe jater a tento stav je
pak casto fatalni. Poskozeni perifernich nervii a meékkych tkani je pfitomno u cca 25 % pacientt.
Dusledky mohou mj. zahrnovat syndrom karpéalniho tunelu (Casto oboustranny), posturalni
hypotenzi, poruchy erekce, nebo gastrointestinalni potize. Mechanismus tkanové specificity neni
znam, predpoklada se vSak role primarni struktury lehkych AL fetézcd. [9] [13] [18] [38] [39]

Pfesny mechanismus organové toxicity a tkanového poskozeni neni, stejné jako u ostatnich
typtt amyloiddz, zcela objasnén. Byl ale popsan piimy toxicky u¢inek AL oligomerQ
na kardiomyocyty a pravé rozpustné AO jsou tedy ziejme hlavnim cCinitelem posSkozeni srdce.
Tato teorie je navic podpofena faktem, Ze wu pacienti s hematologickou odpovédi
na chemoterapeutickou 1écbu (tedy s poklesem produkce prekurzori vlivem potlaceni
patologického bunééného klonu), dochazi ke zlepseni srde¢ni funkce, i kdyz resorpce depozit neni
detekovatelna. [9] [14] [29]

Odhaduje se, ze pouze mala ¢ast monoklonalnich lehkych fetézcii je schopna podlehnout
agregaci a tvorit amyloid in vivo. Schopnost konkrétni frakce lehkych fetézct tvofit amyloidové
fibrily je zfejmé pfimo zavisla na jejich specifickych strukturalnich vlastnostech. Kromé vlastni
primarni struktury a posttranslacnich modifikaci, se na zvySovani potencialu tvofit amyloid
ziejme podili také CasteCnd proteolyza prekurzorovych proteind. V AD byly identifikovany
predev§im N-terminalni Casti molekuly — pievazné variabilni domény, pfipadné i fragmenty
konstantnich domén. Izotyp amyloidogennich lehkych fetézct je ve vétsing pripada (asi 75 %) A.
(6] [91[33] [39]

Diagnostika AL amyloiddzy je zalozena na histopatologickém vysetieni, zahrnujici pritkaz
ptitomnosti AD a typizaci prekurzorového proteinu, v pfipadé AL amyloidozy tedy lehkych A,
nebo « fetézcti imunoglobulint. [9]

3.6.3 Hereditarni amyloidozy

Hereditarni amyloidozy jsou skupinou prevazné systémovych, autosomalné dominantnich
onemocnéni. Obvykle maji za nasledek progresivni postiZzeni viceCetnych organt, ale spole¢nym
jmenovatelem je Casto poskozeni ledvin. Ackoli jednotlivé typy jsou pomérné€ vzacné, nékdy
navic geograficky lokalizované, spolecné tvoii vyznamny podil z celkového mnozstvi amyloid6z
a pii diagnostice (typizaci) je ticba na né myslet. [9] [14] [38]

Vsechny typy hereditarnich amyloidéz jsou zptisobeny mutantnimi prekurzorovymi proteiny
a neni zndm piipad, kdy by se na tvorbé AD podilel i normalni (wild-type) protein. Je popsana
cela fada proteind, které se objevuji v amyloidogennich mutantnich formach, a jsou také znamy
vicecetné amyloidogenni mutace jednoho proteinu. Fenotyp a organové poskozeni pak mohou
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byt znac¢né rozdilné v zavislosti na konkrétni mutaci. Zajimavosti je, ze ackoli celkovy klinicky
obraz jednotlivych typt hereditarnich amyloidéz mtze byt rozdilny, ledviny jsou poskozeny
témét ve vSech pripadech. Histologicky obraz se vSak velmi lisi a pohybuje se od selektivniho
postiZeni (az uplného vyplnéni) glomeruld, ptes depozita uloZzena ve dieni, az po takika vyhradné
vaskularni poskozeni. [9] [18] [42]

Nejznaméjsi a nejrozsitenéjsi formou hereditarniho typu amyloidéz je ATTR amyloidoza,
vychdzejici z mutantni varianty transportniho proteinu transthyretinu. Mezi dal§i proteiny
u kterych zname amyloidogenni mutantni varianty, spojené se vznikem systémovych amyloidoz,
fadime napfiiklad apolipoprotein A-I, fibrinogen Aa, lysozym, apolipoprotein A-II, gelsolin
a cystatin C. [9] [18] [38]

Tabulka 3 Dalsi formy hereditarnich systémovych amyloidoz. Zdroj: [18].

ll::gi:;;zorovy Prvni klinicky popis fl?;);;li tle);(i)zc(l)lfgll(fky Misto prvniho popisu
Apo-Al 1969 1988 USA

Fibrinogen Ao, 1975 1993 USA

Lysozym 1982 1993 UK

Apo-All 1973 2001 USA

Gelsolin 1969 1990 Finsko

Cystatin C 1972 1986 Island

Mezi vrozené formy SA se fadi také relativné neddvno objevena ALECT2 amyloidoza (viz
dale), vychazejici z leukocytarniho chemotaktického faktoru 2 (LECT2). U tohoto typu vSak
nebyly prozatim zjistény dédi¢né mutace ve smyslu familiarniho charakteru onemocnéni, jako je
tomu u hereditarnich amyloidéz. [18] [38]

Kromé prirozené strukturalni nestability mutantnich variant proteinii hraje v patogenezi
téchto onemocnéni zfejmé dilci roli také inkompletni proteolyza. Vyplyva to ze zjisténi
ze amyloidové proteiny, inkorporované v depozitech, jsou obvykle kratsi, nez by odpovidalo
genove piedloze. [18]

Spravnou histopatologickou diagnostiku hereditarnich amyloid6z ztézuji faktory, mezi které
mizeme zatadit variabilitu v lokalizaci depozit, a bohuZzel také jistou inkonzistenci v prikazu
pomoci imunofluorescen¢nich (dale jen ,,IF*) a imunohistochemickych (dale jen ,,IJH*) metod.
Ta vychazi ze sekvenéni variability vyvolavajiciho proteinu, kdy protilatky nemusi byt schopny
detekovat mutantni variantu. Cennym ndstrojem diagnostiky jsou molekularné genetické
techniky, které umozinuji urcit konkrétni mutaci v genu AP. Tato informace je dtlezitd pro volbu
terapeutického planu, protoze rizné mutantni varianty jednoho proteinu mohou postihovat rtizné
organy a mohou mit riiznou prognézu. Zejména ve specializovanych centrech se vyznamnymi
staly také proteomické techniky, které jsou schopné detekovat mutantni varianty proteinti na
zakladé knihoven spekter znamych i predpokladanych amyloidogennich mutaci. [9] [12] [41]
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3.6.3.1 ATTR amyloidoza — Transthyretin

ATTR amyloidodza je nejcastéji se vyskytujicim onemocnénim ze skupiny hereditarnich SA.
Jedné se o onemocnéni, které se projevuje tvorbou depozit ve viceCetnych organech a sténach
cév. Vice nez sto znamych mutaci zptisobuje amyloidogenni zmény ve struktufe transthyretinu
rozdilné. Nejcasteji identifikované mutace jsou Val30Met, Leu58His, Thr60Ala, Ser77Tyr,
[le84Ser a Vall22lle. Mnoho z ostatnich znamych mutaci bylo identifikovano pouze
u jednotlived nebo konkrétnich rodin. Hlavnimi klinickymi projevy ATTR amyloidézy jsou
neuropatie periferniho nervstva a kardiomyopatie. [9] [18] [43]

ATTR amyloidéza se mtze vyvinout i u jedinci s normalni molekuldrni strukturou
transthyretinu. Takovy stav, kdy fibrilogeneze vychazi znormalniho transthyretinu, pak
oznacujeme jako tzv. wild-type ATTR (ATTRwt) amyloidozu. Ackoli se jedna o systémové
onemocnéni, které postihuje mnohocetné vnitini organy, klinicky nejvyznamnéjsi je amyloidova
neuropatie (Casto oboustranny syndrom karpalniho tunelu) a kardiomyopatie. Depozita ATTRwt
amyloidu se objevuji az u 30 % populace (pfevazné muzi) béhem osmé dekady zivota. [9] [13]
[43]

Diagnostika ATTR amyloid6zy kromé histopatologické hodnoceni tkanovych tezii zahrnuje
také sekvencni analyzu aminokyselinového fetézce proteinu, a ur¢eni mutace v kodujicim genu.

[91118]

Prognéza pacienti s ATTR amyloidézou se 1i§i v zavislosti na tom, které organy jsou
onemocnénim nejvice postizeny. AD se mohou objevovat takika ve vSech organech, vétsinou
je ale patrné predominantni poSkozeni jednoho orgénu, nebo organového systému. Jednotlivé
mutantni varianty transthyretinu se v lokalizaci depozit zdaji organové (tkanove) specifické, a tak
zatimco varianta Val30Met zplsobuje primarné neurologické postizeni, varianty Thr60Ala
a Vall122lle maji za nasledek poSkozeni myokardu. Vzhledem k témto okolnostem je velmi
obtizné odhadovat klinicky vyvoj onemocnéni a jeho prognoézu. [9] [18] [43]

3.6.3.2 AApoAl amyloiddza — Apolipoprotein A-I

Je zndmo cca 15 amyloidogennich mutantnich variant apolipoproteinu A-I. Zatimco mutace
v N-terminalni ¢asti molekuly jsou spojeny predev§im s postizenim ledvin a jater, mutace
v C-terminalni ¢asti molekuly zptsobuji subepitelidlni postizeni kize a hrtanu, a dale
kardiomyopatii s naslednym srdecnim selhdnim. U vSech typt AApoAl amyloidozy
se predpoklada ucast proteolytickych pochodli na patogenezi onemocnéni, protoze v AD
se vyskytuji vyhradné proteinova rezidua. [9] [18]

3.6.3.3 AApoAll amyloidoza — Apolipoprotein A-I1

Depozita u AApoAll amyloidézy nejsou, na rozdil od vetSiny ostatnich typt amyloidoz,
tvofena proteinovym reziduem, ale kompletni molekulou apolipoproteinu A-II, ke které je navic
pfipojeno dalSich jednadvacet aminokyselin. V soucasnosti je znamo celkem pét
amyloidogennich mutaci, v§echny lokalizované ve stop kodonu kodujiciho genu. Onemocnéni se
obvykle projevuje ve tieti az ctvrté dekade zivota renalni insuficienci s pomalou progresi. [9] [18]
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3.6.3.4 ACys amyloidoza — Cystatin C

ACys amyloidoza je systémoveé onemocnéni, vyskytujici se pfevazné na Islandu a postihujici
tvorbou depozit viceCetné vnitini organy. Amyloidogenni mutaci je jednobodovd zdmeéna
Leu68Gln a v patogenezi se piedpoklada spoluti¢ast proteolytické modifikace AP. Onemocnéni
se projevuje jako cerebralni amyloidova angiopatie. Disledkem jsou opakujici se intrakranialni
hemoragie, které kon¢i smrti. [9] [18]

3.6.3.5 AFib amyloiddza — Fibrinogen Aa

AFib amyloidéza je asociovana s deviti zndmymi amyloidogennimi mutacemi v molekule
fibrinogenu Ao (nejcastéji se vyskytuje mutace Glu526Val). Tfi znamé varianty obsahuji
jednobodové delece, které zplisobuji posun transkripéniho ramce. Diagnostika AFib amyloidozy
pomoci IF a IH technik proto nemusi byt mozna. Pro toto onemocnéni jsou typicka glomerularni
amyloidovéa depozita vedouci k renalnimu selhani. [9] [18]

3.6.3.6 AGel amyloidbza — Gelsolin

AGel amyloidéza je onemocnéni, které zplisobuji dvé znamé mutace v kodujicim genu pro
protein gelsolin. Mutace Aspl87Asn, vyskytujici se hlavné ve Finsku, zplsobuje periferni
neuropatii spojenou s ochrnutim obli¢ejového svalstva, a dale kornealni dystrofii, vyzadujici
transplantaci rohovky. Druh4 zndma mutace (Asp187Tyr) ma obdobné klinické projevy. Kromée
poskozeni rohovky jsou diisledkem onemocnéni také depozita ve vnitinich organech. Postizeny
jsou zejména srdce a ledviny, ale AD se mohou vyskytovat i v dalSich tkanich. Progrese
onemocnéni je obvykle pomald, a proto jen minimalné ohrozuje zivot postizenych pacientt. [9]
[18]

3.6.3.7 ALys amyloiddéza — Lysozym

ALys amyloidoza je hereditarni onemocnéni zptisobované Sesti znamymi amyloidogennimi
mutacemi lysozymu. Klinicky je heterogenni, mezi hlavni postizené organy fadime GIT, jatra
a ledviny. Amyloidova hepatopatie mize vést ke spontanni ruptuie jater, renalni postizeni se
projevuje nefropatii s poskozenim jak glomerult, tak intersticia. [9] [18] [44]

3.6.4 DalSi typy systémovych amyloidéz

3.6.4.1 ALECT2 amvloiddéza — Leukocvtarni chemotakticky faktor 2

ALECT2 amyloidoza byla poprvé diagnostikovdna vroce 2008 u cCtyfiapadesatiletého
pacienta s progredujici renalni insuficienci. Jedna se o systémové onemocnéni, které se zda byt
predominantné nefropatické, ale byla popsana depozita i v jatrech a jinych vnitinich organech.
Depozita se také ukladaji ve sténach cév. Vyskytuje se zejména u starSich osob a s vyznamnymi
etnickymi rozdily — nej€astéji postizenymi pacienty jsou jedinci hispanského ptivodu. Patogeneze
ALECT?2 amyloid6zy neni objasnéna a zaroven prozatim nebyla objevena ani amyloidogenni
mutace. Predpoklada se, Ze jednim z vyvolavajicich faktord je zvySena produkce LECT?2 jatry.
(9] [18] [45]
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3.6.4.2 APB2M amyloidoza — B2-mikroglobulin

APB2M se vyviji jako zdvazna komplikace u pacientil s chronickou poruchou rendlnich funkci
a v asociaci s dlouhodobou hemodialyza¢ni 1é€bou. Patogeneze onemocnéni neni zcela zndma,
nicméné klicovym faktorem se zda byt retence a zvySend plazmatickd koncentrace
B2-mikroglobulinu. Zfejmée ale existuji dalsi dil¢i faktory, jako naptiklad limitovana proteolyza
a glykace molekul B2-mikroglobulinu. [46] [47]

Jedné o systémové onemocnéni, ale klinické manifestace jsou obvykle spojeny s ukladanim
depozit v muskuloskeletalnim systému. Typické priznaky AB2M amyloiddzy jsou uzce spojeny
s predominantnim poskozenim kloubnich synovidlnich membran. Dal§im projevem byva
syndrom karpalniho tunelu. Bolest se prohlubuje v noci a béhem hemodialyzy. Ve vzacnych
ptipadech se mize u pacientd s dlouhodobou dialyza¢ni 1écbou vyvinou i postizeni dal§ich organt
(srdce, GIT a plice). [46] [47]

Vysledky studii ukazuji, ze prvni klinické pfiznaky AB2M amyloidozy se objevuji 57 let
po zahajeni 1écby, nicméné histologicky detekovatelnd depozita se zainaji tvofit u cca 21 %
pacientt jiz po dvou letech 1éCby. Po Ctytech letech jsou depozita piitomna jiz u tietiny pacientt.
[46] S nardstajici délkou dialyzaéni 1é¢by se zvySuje procento pacientt s prokazatelnou AB2M
amyloidozou. AD jsou pak pritomna prakticky u v§ech pacientd dialyzovanych po dobu patnacti
let. [47]

Pro diagnostiku AB2M amyloidézy se provadi histologické vySetieni materialu ziskaného
synovialni biopsii, nebo béhem chirurgického vykonu. [46] [47]

3.7 POSTIZENiI GIT U SYSTEMOVYCH AMYLOIDOZ

Postizeni GIT je u SA bézné, ale jeho projevy jsou obvykle velice nespecifické a mohou
pfipominat fadu jinych onemocnéni, coz znesnadnuje diagnostiku. Symptomy spojené
s postizenim GIT jsou subjektivné popisovany az u 60 % pacientli, post mortem vySetieni vSak
ukazuji, Ze témét u vSech pacienti se SA (zejména s AA a AL amyloidézou) jsou pfitomna AD
v GIT. Makroskopické 1éze na sliznici, které je mozné zachytit béhem endoskopického vykonu,
jsou nejéastéji granularni vzhled stény (s uzly o priméru 1-3 mm), slizni¢ni eroze, ulcerace
a fragilita. [1] [48]

Klinické projevy postizeni GIT zahrnuji celou fadu symptomd, které jsou zavislé na misté
ulozeni depozit a jejich rozsahu. Praveé nespecificnost projevi a relativné raritni vyskyt zpisobuji,
ze spravna diagndza Casto prichazi se znaénym zpozdénim. Mezi projevy patii makroglosie,
dysfagie, nauzea, abdominalni bolesti, hemorrhagie (mize byt zplsobena difuzni infiltraci stény,
krvacenim izolovanych 1ézi, nebo jako dusledek vaskularniho poskozeni), zacpa, prijmy
a malabsorpce. U pacientl, u kterych dochdzi vlivem poskozeni nervovych pleteni (zejména
u ATTR amyloidozy) k poruse stfevni motility, miize dochazet k porucham reabsorpce zluci
a latek lipidové povahy. To mliZze mit za nasledek steatoreu. Prijmy a malnutrice jsou u pacientii
s SA pomérné Casté a negativné ovlivituji kvalitu a délku jejich Zivota. [1] [37] [48] [49]

29|



Systémové amyloidozy postihuji kazdou ¢ast GIT od st po anus. Postihuji také asociované
organy jako jsou jatra a pankreas. Nejcastéji postizenymi ¢astmi jsou tenké a tlusté stievo. [1]
[48]

Postizeni v oblasti ust miize mit celou fadu projevii od bolesti zubt, parestezie, fraktury kosti,
vznik noduldrnich 1€zi sliznice, bolesti jazyka a dale napt. makroglosii. Ta se objevuje u 20-50
% pacientid s AL amyloidézou a zptisobuje poruchy feci a ptijmu potravy, v zavaznych ptipadech
mize jazyk tvofit mechanickou piekazku dychani a vést az k nutnosti tracheostomie. Dale
mizeme mezi projevy zafadit xerostomii (zptsobenou postizenim slinnych zl4z), nebo tvorbu
viidka. [37] [48]

Dochézi-li u pacienti k ukladdani amyloidu v oblasti jicnu, jsou pozorovany nespecifické
projevy dysfagie, které jsou zplisobeny poruchou motility a/nebo poruchou funkce napt. dolniho
jicnového svérace. Mize také dochazet ke gastroezofagealnimu refluxu. [37] [48]

Postizeni zaludku je u pacientli se SA pomeérné Casté, ale obvykle bez klinickych projevil.
Ty se objevuji az pii rozséhlejsSim poSkozeni. Symptomy jsou znacné variabilni, od bolesti
v oblasti epigastria pies gastroparézu a hematemezu, az po tvorbu amyloidovych tumord ¢i
melenu. [37] [48]

V tenkém a tlustém stfevé dochazi k ukladani amyloidu v nervovych pletenich, ve sténé€ cév,
ve svalovych vrstvach i ve slizni¢nim vazivu. Nasledky mohou byt rozmanité a patii k nim prijmy
(které mohou byt Zivot ohrozujici), zacpa, obstrukce pasaze, malabsorpce a krvaceni. Mohou se
také vyvinout zmény, podobné obrazu chronickych zanétlivych onemocnéni sttev. [48] Na druhé
strané mohou chronicka zanétliva onemocnéni stiev zapficinit rozvoj systémové AA amyloidozy.
Castgji je tomu tak u Crohnovy choroby (hlavng u muzi, a to v poméru 2,7:1), ktera je oproti
ulcer6zni kolitidé spojena s vy$§imi hladinami SAA. Od klinického rozvoje zanétlivého
onemocnéni stiev, k vyvinuti amyloidozy, dojde obvykle za cca 15 let. [1] [37] [48]

Ackoli jatra jsou u pacientil se SA postizena ukladanim amyloidu pomérné casto, klinické
ptiznaky byvaji pouze mirné, piipadné témet zadné. Nejcastéji je zastoupena hepatomegalie
a zvySené plazmatické koncentrace aminotransferaz. Hyperbilirubinemie se vyskytuje pomérné
vzacné (jen asi u 5 % pacientd s postizenim jater) a je prognosticky nepfizniva. Depozice
amyloidu v jatrech obvykle zaCind periportalné v Disseho prostoru, a je nasledovana atrofii
hepatocyti. Vzacnéji dochazi k ukladani centrolobularné, a mohou se také projevit nasledky
vaskularniho poskozeni, zplisobeného ukladdnim amyloidu ve sténé cév. Pokud AD blokuji
jaterni sinusy, dochazi k rozvoji portalni hypertenze. [37]

GIT je pomérné dobie dostupnym mistem pro odbér vzorku tkané, a tak jsou sliznice GIT pro
diagnostiku amyloidéz velmi vhodné misto odbéru, navic zajist'ujici dobrou senzitivitu vySetieni
(89-94 % rektum, 73-91 % colon, 86—100 % tenké stfevo, 86—95 % zaludek). Vyhodnéjsi se jevi
pouze biopsie podkozniho tuku, ktera je ale cilenym chirurgickym vykonem. [16] [48]

Bioptické vzorky stény GIT by pro zajisténi maximalni vytéznosti vySetieni mely zastihnout
slizni¢ni vrstvy a podslizni¢ni vazivo s cévami. Ackoli jsou symptomy postizeni GIT
nespecificke, je jista spojitost mezi histologickym obrazem uloZeni depozit a klinickymi projevy.
U AL amyloidozy je ukladani amyloidu nejcastéjsi v lamina muscularis mucosae, tunica
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submucosa a tunica muscularis externa. Tento obraz je spojen se symptomy, mezi které patii
zacpa ¢i chronickd intestindlni pseudoobstrukce, mize se projevit i malabsorpce. U AA
amyloidézy dochazi Castéji k ukladani v podobé granularnich depozit v lamina propria mucosae
a dale také ve sténach cév, pritomnych v tunica submucosa. Typickymi projevy jsou prijmy
a malabsorpce. U obou typil navic mize dochédzet k porucham, které zapficifiuje vaskularni
poskozeni zptisobené ukladani AD ve sténé cév a jeji bezprosttedni blizkosti. [16] [49]

3.8 DIAGNOSTIKA SYSTEMOVYCH AMYLOIDOZ

3.8.1 Diagnostika

Stanoveni spravné a tiplné diagnozy je klicovym bodem péce o pacienta. Obvykle predstavuje
vysledek spoluprace celé¢ fady medicinskych pracovnikl, 1ékard i nelékatfského persondlu.
SA jsou Sirokou skupinou onemocnéni, navic s nespecifickymi klinickymi projevy. Existuje cela
fada symptomu, které jsou suspektni zpohledu mozného poskozeni organismu pacienta
ukladanim amyloidu. Patii mezi né pfitomnost proteinurie nebo renalni insuficience bez dalsich
zjevnych pricin, hepatomegalie, ortostaticka hypotenze, srdecni poSkozeni bez jiné pfiCiny,
splenomegalie a dalsi. [42] Diagnoza SA je nicméné obvykle stanovena pomérné dlouho po
klinické manifestaci, (pravé s ohledem na nespecifi¢nost projevt), diky ¢emuz mohou dlouho
unikat pozornosti a vzbuzovat dojem jinych onemocnéni. [1]

Diagnostika SA je zaloZena na vysetieni tkanovych biopsii a jeji nedilnou soucasti je nejen
demonstrace pfitomnosti amyloidovych hmot, ale také typizace AP. Pfesné a jednoznacné urceni
proteinu, ktery je podkladem AD, je zcela zasadni s ohledem na rozdily mezi terapeutickymi
postupy u jednotlivych typti amyloidoz. Lécba se pohybuje od chemoterapie u AL amyloidozy az
k transplantaci jater u nékterych hereditarnich typd. [12] [40] [50] Diagnostika a typizace SA
Casto spadd do praxe nefropatologii. Primarné proto, Ze ledviny jsou nejCastéji postizenym
organem u SA, déle pak z toho diivodu, Ze nefropatolog ma zpravidla zkuSenosti s interpretaci
preparatii v polariza¢ni mikroskopii a také s pouzitim IF a elektronmikroskopickych metod. [42]

3.8.2 Prikaz amyloidu

Ve svételné mikroskopii maji AD, obarvena KC, ¢ervenou (piipadné Eervenortizovou) barvu.
Barveni KC nadale ziistava zlatym standardem pro pritkaz piitomnosti amyloidu ve tkani. Drobna
depozita, navic ve velmi tenkych fezech, v§ak mohou poskytovat tak maly substrat pro navazani
barviva, Ze pii pozorovani klasickou svételnou mikroskopii nemusi byt patrna. Mikroskopie ve
svétlém poli v8ak neni sama o sobé diagnosticka. Aby bylo mozné potvrdit pfitomnost amyloidu
ve tkani, musi byt preparaty prohlédnuty pomoci polarizacni mikroskopie. Teprve pfitomnost
typické dichroické difrakce atzv. anomalnich barev (zejména jablecné zelené, dale zluté
a oranzové) je povazovan za dikaz ptitomnosti amyloidu. Hlavné pro detekci malych depozit je
také vhodné vyuzit fluorescenéni vlastnosti KC. Dalsimi faktory, ovliviiujicimi moZnosti
a spolehlivost hodnoceni, jsou spravné vyhotoveni preparatu (dostatecna fixace tkané¢, spravné
provedenad barvici technika) a také vlastnosti mikroskopu. Preparaty pro diagnostiku amyloidu je
také doporuceno odecitat v potemnélém prostiedi, a po dostateéné aklimatizaci o¢i na svételné
podminky mikroskopu. [42]
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K detekci amyloidu ve tkani je mozné pouzit dalsi histologicka barviva, zejména Sirius red
F3B a fluorescencni barvivo Thioflavin T. Kazd4 z metod mé své pozitivni i negativni aspekty,
a v diagnostické praxi je vyhodné pouzivat jejich kombinaci, ackoli diagnostickym néstrojem
ziistava KC. Nova fluorescenéni barviva, jako napiiklad polymerni pFTAA (pentameric formyl
thiophene acetic acid), vSak ptedstavuji znacny potencidl napiiklad v Casné diagnostice
amyloidoz, protoze jsou schopna zachytit i drobnéjsi depozita s lepsi senzitivitou a specificitou.
[2] [13] [25]

3.8.3 Biopsie pro priukaz amyloidu

Biopsie klinicky postizen¢ho organu je pro maximalni vytéznost diagnostiky amyloidoz
idealni, avSak naptiklad biopsie jater nebo ledvin jsou rizikové invazivni vykony, spojené nejen
s diskomfortem, ale také s celou fadou moznych komplikaci. Proto je pii podezieni na SA Casto
pristupovano k mén¢ invazivnim vykontim, mezi které patii biopsie abdominalniho podkozniho
tuku, biopsie malych slinnych zlaz, nebo endoskopické biopsie GIT. Pokud jsou vysledky téchto
vySetfeni negativni ale klinické podezieni na amyloidézu trva, nebo pokud je tfeba zhodnotit
poskozeni konkrétnich organti, je nutné pfistoupit k cilené biopsii (nejcastéji jsou provadény
punkéni biopsie ledvin a jater, piipadné endomyokardialni biopsie), které maji prakticky 100%
senzitivitu. [1] [2]

Klasicka mista pro necileny odbér tkaniovych vzorkli ur¢enych k diagnostice SA, jsou rektalni
sliznice a podkozni tuk (nejcastéji z abdominalni oblasti). Biopsie podkozniho tuku se v ptipadé
podezieni na amyloidézu stala jednim z nejcastéji provadénych vykoni. Tato jen malo invazivni
metoda umoziuje ovéfit pritomnost AD v téle pacienta, nicméné nevypovida o stupni, ani o
charakteristikach poSkozeni organt. Spolehlivost necilenych biopsii v§ak neni Gplnd, protoze ne
vSechny typy amyloid6z vykazuji shodné vzorce distribuce depozit do tkani. Naptiklad AL«
amyloidoza (vychazejici z « frakce lehkych fetézcl) mize vytvaret depozita takika vylucné
v ledvinach. Pokud je histopatologickd detekce provadéna pouze na bioptickém vzorku
podkozniho tuku nebo sliznice GIT, existuje riziko faleSné negativniho vysledku vysSetfeni.
Kone¢nym diagnostickym nastrojem pfi klinickém podezieni na amyloidozu jsou proto biopsie
prave toho organu, ktery je amyloid6zou pravdépodobné zasazen. [2] [13] [50]

V ptipadé biopsie ze stfeva by tkanové vzorky, ve kterych ma probéhnout hodnoceni
pfitomnosti AD, mély obsahovat nejen slizni¢ni vrstvu stény GIT, ale zastizena by méla byt také
tunica submucosa (vCetné¢ vaskularizace). Diagnosticky potencial spravné odebraného vzorku
sttevni sliznice je pomérné vysoky (75-94 %). Riziko falesn¢€ negativniho vysledku je vyssi
v ptipadé bioptického vzorku, odebraného pouze z povrchovych vrstev sliznice. [2] [13] [16]

Neopomenutelnym fenoménem pfi histopatologické diagnostice amyloidéz je tzv. sampling
specificity amyloidoz, kterd navic mize byt znacné variabilni i v ramci skupiny pacienti
s identickou diagnostickou jednotkou, neni ani dnes uspokojivé objasnéna. Problematika
sampling erroru je pifi odbéru vzorku ze sliznice GIT (alespoii z pohledu nejcastéji se
vyskytujicich typti SA) nejpodstatnéjsi u AATR amyloidozy, kde jsou depozita nejméne
zastoupena v tunica mucosa. Sampling error mize byt piicinou falesné negativniho vysledku
vySetfeni. [16] Aby se eliminoval vliv sampling erroru, a také protoZze depozita amyloidu maji
ve tkani Casto velmi fokalni charakter, je vhodné zhotovit a vyhodnotit vice tkanovych fezi
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zjednoho vzorku. Prokrajovanim také patolog ziskava informace, alespon ¢astecné,
o prostorovém uspofadani depozit ve tkani. Tato praxe mize napomoci zachytit méné objemna
depozita a zpiesnit tak diagnostiku. [2] [42]

3.8.4 Dalsi techniky priikazu amyloidu

K prikazu amyloidovych depozit ve tkéni je mozné vyuzit také skutecnost, Zze kromé
vlastnich fibril obsahuji dal$i komponenty, zejména pak SAP. IH prikaz SAP mize pomoci
detekovat AD, urcit jejich rozsah a lokalizaci, sdm o sobé vSak neni diagnosticky. SAP scintigrafie
umoziuje posoudit celkovou naloz amyloidu v postiZzenych organech, resp. v celém téle pacienta.
Radioaktivné znaCeny SAP je pacientovi podan intraven6zné a pii nasledném scintigrafickém
vySetfeni umoziuje zhodnotit rozlozeni amyloidu v organech a tkanich. Pfi opakovaném
provedeni umoznuje posoudit efektivitu terapeutickych postupid a ptipadné prokdzat regresi
depozit. Tato metoda je nicméné v soucasnosti dostupna pouze v nékolika malo specializovanych
centrech na svéte. [1] [2]

Dalsi technikou vyuzivanou v diagnostice amyloidoz, je transmisni elektronova mikroskopie.
Ta ma své uplatnéni napiiklad v nefropatologii, kde umoziiuje posoudit nejen ultrastrukturu
depozit, ale naptiklad také jejich vztah k bazalnim membranam glomeruld. [2]

3.8.5 Typizace

Pristup k diagnostice a typizaci SA se za poslednich nékolik desetileti dramaticky proménil.
Od nespecifickych histologickych prikazi AD a jejich anatomického rozmisténi, pres vyuziti [H,
az po proteomické a molekuldrné genetické techniky, rozvijejici se zejména v poslednich letech.
Praveé proteomické metody se staly zlatym standardem typizovani amyloidu. Pro vysoké naroky
na technické i persondlni zdroje vSak prozatim nedoslo k jejich vyraznému rozsifeni. Rutinnim
standardem tak zstavaji hlavng IF a dale IH metody. Ty navic funguji spolehlivéji v limitovaném
mnoZzstvi materidlu s Casto velmi drobnymi fokalnimi depozity, jaky pfedstavuji napi. renalni
punkéni bioptické vzorky. [2] [50]

IH typizace amyloidu byla na formol-parafinovych tkanovych fezech pouzivana
a vylepSovana pres dvé desetileti. Byly ale publikovany studie, které naznacovaly nespolehlivost
této metody, a z nutnosti odstranit jeji nedostatky byly vyvinuty dalsi techniky ur¢eni konkrétniho
typu amyloidového proteinu. Ty zahrnuji naptiklad imunoelektronmikroskopické preparaty,
a hlavné proteomické metody vyuZzivajici hmotnostni spektrometrie a sekvenovani aminokyselin.
[40]

IH a IF vySetfeni, provadéna na parafinovych (resp. zmrazenych) fezech, jsou nejbéznéjsi
rutinni nastroj typizace amyloidu ve tkani. Jedna se o validni metody, schopné ve vétSin€ piipadii
spolehlivé identifikovat AP, a to i pfes nesnadnou interpretaci, ktera vyzaduje znacné
diagnostické zkuSenosti hodnoticiho patologa. Pii testovani schopnosti IH metod identifikovat
amyloidovy protein bylo dosazeno az 94% tuspesnosti. Pokud jsou tedy IH vysSetieni provadéna
ve specializovanych centrech se zkuSenym personalem, poskytuji vysoce U¢innou, a navic
dostupnou metodu typizace amyloidu. Pfesto by mél mit diagnostikujici patolog na paméti
limitace, vychazejici zejména z mutantnich forem proteind, a v pfipadé AL amyloidozy také
z nespecifické reakce protilatek se sérovymi proteiny obsazenymi ve tkani. [40] [42]
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Jednim z faktord, které znesnadnuji IH a IF typizaci, zejména u AL amyloidozy, piedstavuje
nespecifické pozadi. To se uplatiiuje zejména v parafinovych fezech, kde dojde beéhem fixace
k jakémusi uzamknuti plazmatickych proteinti ve tkani. Toto pozadi se da redukovat pouzitim
nativnich zmrazenych fezl. IF metody provadéné na nativnich tkanovych fezech jsou tak
klicovym nastrojem rutinni histopatologické typizace amyloidového proteinu. [40] [42]

3.8.6 Proteomika

Protoze amyloid6zy jsou skupinou onemocnéni spojenych s poruchou proteint, bylo pouziti
proteomickych nastroji pochopitelnym vyvojem. Prvni aplikace proteomickych metod,
vyuzivajicich hmotnostni spektrometrii, se v diagnostice amyloid6z objevily po roce 2000. Od té
doby rychle ziskaly na vyznamu a zejména ve specializovanych referencnich centrech se staly
zlatym standardem pro identifikaci AP. Rozrlstajici se knihovny zndmych, ale i teoretickych
hmotnostnich spekter navic umoziuji wurcit proteiny i na zakladé predpokladanych
amyloidogennich mutaci. Je dulezité podotknout, Ze proteomické metody poskytuji informace
o slozeni proteinti ve tkani, nikoli o jejich konformaci a vzajemnych vztazich. Naproti tomu je
s vyuzitim téchto metod mozné urcit pfitomnost amyloidovych depozit na zakladé prikazu
dalsich, s amyloidem asociovanych proteinti (amyloid fingerprint proteins), jako jsou
apolipoprotein E, apolipoprotein A-IV, SAP, a dalsi. [12] [41]

Techniky zpracovani vzorku pro MS analyzu zajisti, ze v analyzované tkani dojde ke zvySeni
pomérné¢ho zastoupeni studovanych AP, které se stanou svym obsahem ve tkdni dominantni
slozkou. Oblasti s obsahem AD jsou vybrany po obarveni KC a nasledné mikrodisekci
extrahovany z tkanového fezu (typicky se pouzivaji 10 pm parafinové fezy). Pro vytiznuti oblasti
s vysokym podilem amyloidu se pouzivaji naptiklad techniky laserové mikrodisekce, nebo
laserové zachytové mikrodisekce. Tkan je ndsledné analyzovana tandemovymi MS/MS
technikami. [15] [41]

Pres znaény potencial proteomickych technik stale existuji jista omezeni jejich aplikace. Pro
uspésnou analyzu je tfeba zajistit dostatené mnozstvi amyloidovych hmot pfitomnych ve
tkanovém vzorku, a to idealné ve formé objemnéjsich depozit. Pokud se zaméfime napiiklad na
punkéni biopsie ledvin, ve kterych probiha diagnostika SA pomérné ¢asto, neni tuto podminku
vzdy mozné splnit. Pro GspéSnou MS analyzu byla jiz pouZita depozita vypliiujici pouze jediny
glomerulus (cca 60 000 um?), ziskana z 10 um fezu. Casto se viak stava, Ze ve tkani jsou piitomna
pouze drobna fokalni depozita, nachazejici se nejen v glomerulech, ale také intersticialni tkani
nebo v cévnich sténach. Tato loziska jsou pfili$ drobna pro uspé$nou mikrodisekei, bez které neni
proteomicka identifikace amyloidu mozna. [41]

Diky vysokym narokiim na vybaveni a také na odborny personal, se proteomické metody
roz$ifily prozatim pouze do velkych referencnich center, kde je mozné vyuzit jejich velky
Vétsi uplatnéni se prozatim naléza v oblasti vyzkumu, kde proteomika umoziuje blize objasnit
molekularni mechanismy pti vzniku amyloidu a poSkozeni tkani. Pfedmétem vyzkumu jsou
napiiklad posttranslacni modifikace prekurzorovych proteind, které mohou zvySovat jejich
amyloidogenni potencidl a usnadiiovat agregaci. [12]
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3.9 ZDRAVOTNICKY SCREENING

Screening muzeme definovat jako proces identifikace predpokladaného, prozatim
nerozpoznaného onemocnéni provedenim testu, vySetfeni, nebo aplikaci procedury, kterou je
mozné provést rychle a levné na velkém mnozstvi jedincl. Screeningové vySetfeni roztiidi
prozatim asymptomatické pacienty na skupinu téch, ktefi pravdépodobné trpi hledanym
onemocnénim, a na skupinu pravdépodobné zdravych jedincl. Screeningové vysetfeni neni
zamysleno byt diagnostickym nastrojem. Jedinci s pozitivnim vysledkem screeningového testu
musi podstoupit dalsi vySetfeni, které potvrdi nebo vyvrati diagnézu. Naproti tomu patrani po
pfidruzenych (pfipadné sekundarnich) chorobach u lidi, ktefi jiz trpi né&jakou poruchou
¢i onemocnénim, je definovano jako case-finding. [8] [51] [52] [53]

Zdravotnicky screening, na ktery poté navazuje diagnostické testovani, tvori velmi silny
nastroj péce o verejné zdravi. Historicky se jednd o pomérné stary koncept, nicméné efektivniho
vyuziti mohlo byt dosazeno az po splnéni zdkladnich pozadavkd — dostupnost jednoduché
a funk¢ni screeningové metody, moznost efektivni terapie onemocnéni a Sirokda dostupnost
zdravotnické péce. S postupnym vyvojem, umozinujicim Iépe zhodnotit specifické rizikové
faktory a efektivné;ji testovat specifické skupiny obyvatel, se hranice mezi screeningem a cilenym
testem lehce stira. I nadale by vSak tyto dva nastroje mély ziistat ve vzdjemném vztahu, kdy
screening je cilen na Sirokou populaci a specifické testy na jiz predvybrané skupiny. [8] [51]

Screeningové metody slouzi jako filtr, ktery umoziuje analyzovat velké mnozstvi vzorkt
v kratkém case. Principem je nastaveni takovy kritérii, kterd vyberou vzorky urcené k dalSimu
konfirmac¢nimu testovani. Vybrani vhodnych screeningovych metod tedy pfedstavuje zptisob, jak
vhodné dimenzovat vyuziti zdroju v laboratofi. Idedlni pro screeningovy program jsou rychlé,
spolehlivé a nizkonakladové metody, Casto predstavované kvalitativnimi testy s jednoduchym
vystupem typu ano/ne. Naproti tomu diagnostické testy jsou vytvofeny tak, aby daly
jednoznac¢nou odpovéd’ na otazku, zda pacient trpi urcitym konkrétnim onemocnénim. Tyto testy
jsou obvykle komplexnéjsi a nakladnéjsi, a vyzaduji sofistikované analytické metody a jejich
vyhodnoceni. [51] [52] [54]

Zhodnoceni a pochopeni vyznamu screeningovych programil pro zdravi jednotlivcl, ale
zejména testované subpopulace, je komplexni problematikou. Data o dopadu screeningu se
pohybuji od jednoduchych statistickych udajt, ukazujicich dramatické snizeni Cetnosti vyskytu
syfilis po zavedeni screeningu, az po dlouhodobé sledovani umrtnosti na karcinom délozniho
¢ipku u gynekologického screeningu. DalSim parametrem vyhodnocovani screeningovych metod
jsou kritéria produktivity, kterd zahrnuji naptiklad Cas nutny na analyzu, jeji cenu a zatéz
technickych i personalnich zdroja laboratote. [8] [54]

Screeningové programy je tieba hodnotit také z etického hlediska. Toto zhodnoceni ma za cil
zajistit, Zze benefity vyplyvajici z vysledkl testti jsou vySs$i nez ptipadné negativni dopady
na pacienta. Ma pozitivni vysledek screeningového testu potencial pozitivné ovlivnit délku
a kvalitu pacientova Zivota? Je mozné medicinsky intervenovat tak, Ze u pacientil se v€asnym
zachytem je mozné predejit plnému rozvoji onemocnéni a klinické manifestaci symptomi?
Nekteré screeningové programy, zaméiené na identifikovani zdvaznych onemocnéni (nebo riziko
jejich vzniku), také soucasné odhali mirné formy onemocnéni. To mize v n€kterych piipadech
vést k medicinsky nepodlozenému psychickému zatézovani pacientl. Prikladem takového testu
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je screeningové vysetfovani prostatického specifického antigenu. To v nékterych piipadech vede
k diagnostice rakoviny prostaty, kterd ale napf. u pacienti v pozdnim véku s velkou
pravdépodobnosti neovlivni jejich preziti, ani jeho kvalitu. Sdéleni takového zjisténi pacientovi,
pfipadné snaha o lécbu, by mohla mit za nasledek pouze bezicelné poSkozeni pacientova
psychického i fyzického stavu. [52] [53]

Vyhodnoceni spolehlivosti metody je dalsim dalezitym aspektem pifi zavadeéni
screeningovych programi.. Histopatologické vySetfovaci techniky ale svou povahou patii
k metodam, u kterych neni mozné s jistotou urcit tzv. skute¢nou hodnotu. Tento fakt znesnadiuje
pouziti vypoctenych parametr, které umoziuji zhodnotit senzitivitu a specificitu screeningového
vySetfeni. Mezi validatni metody pouzivané ke zhodnoceni kvalitativniho screeningového
vySetieni, u kterého neni mozné jednoduse urcit vztah k tzv. skutecné hodnoté, se pouziva jeji
porovnani se zlatym standardem — tedy metodou, ktera je pro danou dané vysetieni povazovana
za referencni. Vhodné je také mezilaboratorni porovndni metody, ovéeiujici jeji
reprodukovatelnost a robustnost (i za mirne odliSnych podminek v jiné laboratofi). [54]
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4 UVOD EXPERIMENTALNI CASTI

4.1 POUZIVANA ZARIZENi, SPOTREBNi MATERIAL A CHEMICKE LATKY

Zpracovavani vzorkd, které popisuje tato DP, probihalo vramci standardniho chodu
Pracovisté klinické a transplanta¢ni patologie IKEM. Béhem procesu zpracovani byla vyuzivana
zafizeni, spotiebni material a chemické latky uvedené v nasledujicich tabulkach.

4.1.1 Zarizeni

Tabulka 4 Seznam pouzivanych zafizeni.

Typ zarizeni Nazev zaFizeni Vyrobce zaFizeni Katalogové
Cislo
Chladici zatizeni Tissue Cool Plate Medite GmbH 02-1030-00
COP 30 Wollenweberstra3e 12
D-31303 Burgdorf
www.medite.de
Linearni tkanovy Tissue Processing Medite GmbH 04-1540-01
automat — Center TPC 15 Duo  Wollenweberstralle 12
autotechnikon D-31303 Burgdorf
www.medite.de
Mikrotom pfm Slide 4003 E pfm medical ag 040001
Wankelstra3e 60
50996 Koln
www.pfmmedical.com
Montovaci automat Glass Coverslipper Medite GmbH -—--
RCM 7000 Wollenweberstralie 12
D-31303 Burgdorf
www.medite.de
Napinaci stolek Stretching Table Medite GmbH 01-4002-00
OTS 40 Wollenweberstralie 12
D-31303 Burgdorf
www.medite.de
Tiskarna na kazety AutoWrite Cassette ~ Sakura Finetek Europe B.V. 8030
Printer Flemingweg 10A
2408 AV Alphen aan den Rijn
www.sakura.eu
Tiskarna na AutoWrite Glass Sakura Finetek Europe B.V. 8031
podlozni skla Slide Printer Flemingweg 10A
2408 AV Alphen aan den Rijn
www.sakura.eu
Vodni lazen Tissue Floatation Medite GmbH 01-5500-01

Bath TFB 55

Wollenweberstraie 12
D-31303 Burgdorf
www.medite.de

Vyhiivany Universal Oven Memmert GmbH + Co. KG -
inkubator Aeussere Rittersbacher
(termostat) Strasse 38

D-91126 Schwabach
www.memmert.com

37



Zalévaci stanice

TES Valida®
Modular Paraffin
Embedding Center

Medite GmbH

Wollenweberstrafle 12

D-31303 Burgdorf
www.medite.de

02-7725-00
02-7760-00
02-7741-00

4.1.2 Spotiebni material

Tabulka 5 Seznam pouzivaného spotebniho materialu.

Druh spotiebniho  Nazev Dodavatel Katalogové ¢islo
materialu
Kazety na vzorky = Kazeta bamed s.r.0. 3006
STANDARD Litvinovice 32
oranzova 370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
Kryeci skla Obdélnikova kryci ~ bamed s.r.0. BD 2440
skla Litvinovice 32
370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
Mikrotomové Feather R35 bamed s.r.0. JP-BR35
Ziletky Litvinovice 32
370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
Montovaci médium Pertex bamed s.r.0. HI-00801
Litvinovice 32
370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
Parafin pro Histowax 56-58 °C ~ bamed s.r.0. HI-00403
prosyceni tkani Litvinovice 32
370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
Parafin pro BaWax 54-56 °C bamed s.r.0. B01108-03
zalévani Litvinovice 32
370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
PodlozZni skla Podlozni skla bamed s.r.o. VA31110002FKB
Knittel, matovana, Litvinovice 32
nezabrouSena 370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
Vicka Vicka pro kazety bamed s.r.0. DK-0124
STANDARD (plast) Litvinovice 32
370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
Zalévaci formy Nerezové zalévaci bamed s.r.0. 242405

formy

Litvinovice 32
370 01 Litvinovice
http://www.bamed.cz
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4.1.3 Chemikalie

Tabulka 6 Seznam pouzivanych chemikalii.

Chemikalie

Registraéni ¢islo
CAS

Vyrobce/distributor

Katalogové ¢islo

Direct Red 28
Kongo Cerven

573-58-0

Sigma-Aldrich spol. s.r.0
Na Hiebenech 11 1718/10
140 00 Praha 4
www.sigmaaldrich.com

C6767-25G

Direct Red 80
Sirius red F3B

2610-10-8

Sigma-Aldrich spol. s.r.0
Na Hiebenech 11 1718/10
140 00 Praha 4
www.sigmaaldrich.com

365548-25G

Ethanol absolutni

64-17-5

Ing. Petr Svec

PENTA s.r.o.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

71250-11000

Ethanol absolutni
p.a.

64-17-5

Ing. Petr Svec

PENTA s.r.0.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

71250-11000

Ethanol
denaturovany 1 %

lékarského benzinu

64-17-5

Ing. Petr Svec

PENTA s.r.o.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

71530-20010

Fenol

108-95-2

Ing. Petr Svec

PENTA s.r.o.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

13780-30750

Formaldehyd (36-
38% roztok)

50-00-0

Ing. Petr Svec

PENTA s.r.0.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

14150-20010

Glycerol

56-81-5

Ing. Petr Svec

PENTA s.r.o.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

14550-11000

Hydroxid draselny

1310-58-3

Ing. Petr Svec

PENTA s.r.o0.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

15520-31000

Hydroxid sodny

1310-73-2

Ing. Petr Svec

PENTA s.r.0.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

15740-31000
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Chlorid sodny 7647-14-5 Ing. Petr Svec 16610-30250
PENTA s.r.0.
Radiova 1122/1
102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

Isopropylalkohol 67-63-0 Ing. Petr Svec 17500-20005
PENTA s.r.0.
Radiova 1122/1
102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

Kyselina 7647-01-0 Ing. Petr Svec 19360-11000
chlorovodikova PENTA s.r.o.
35% Radiova 1122/1

102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

Kyselina octova 64-19-7 Ing. Petr Svec 19990-11000
ledova PENTA s.r.o.

Radiova 1122/1

102 00 Praha 10

www.pentachemicals.eu

Thioflavin T 2390-54-7 Sigma-Aldrich spol. s.r.o  T3516-25G
Na Hiebenech 11 1718/10
140 00 Praha 4
www.sigmaaldrich.com
Xylen (smés 1330-20-7 Ing. Petr Svec 28440-20010
izomeru) PENTA s.r.0.

Radiova 1122/1
102 00 Praha 10
www.pentachemicals.eu

4.1.4 DalSi reagencie

Tabulka 7 Dalsi pouzivané reagencie.

Nazev Poznamka

Mayeriv hematoxylin Roztok ptipravovan piimo v laboratofi dle ndvodu popsané¢ho
na str. 175-176 v publikaci Bancroft's Theory and Practice of
Histological Techniques, 7th Edition [25]

Weigertiiv Zelezity Roztok ptipravovan piimo v laboratofi dle ndvodu popsaného
hematoxylin na str. 180 v publikaci Bancroft's Theory and Practice of
Histological Techniques, 7th Edition [25]
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4.2 METODIKA ZPRACOVANI BIOLOGICKYCH VZORKU

4.2.1 Odbér a transport biologického materialu

Histopatologicka diagnostika na zaklad¢ vySetieni tkanovych biopsii je u SA povazovana
za zlaty standard. Vzorky sliznice GIT jsou pro histopatologickou analyzu ziskavany v naprosté
vétsing piipadt béhem endoskopického vySetieni.

Klasické endoskopické biopsie jsou odebirany bioptickymi klestémi, které se zavadi
pracovnim (bioptickym) kandlem endoskopu b€hem gastroskopie, kolonoskopie ¢i dalSich
vykont. Existuje né€kolik typt bioptickych klesti, které se od sebe lisi zejména priamérem.
Pro dobrou vytéznost diagnostiky SA je nezbytné, aby odebirané vzorky obsahovaly nejen
povrchové vrstvy sliznice, ale také podslizni¢ni vazivo s cévami. Vhodny je odbér vicecetnych
biopsii. Dalsi variantou je tzv. snaSeni polypoidnich 1ézi endoskopickou klickou. Pii tomto typu
vykonu dochdzi k termickému poskozeni, které je pii mikroskopickém hodnoceni patrné (viz
dale).

Vsechny bioptické vzorky zpracovavané v ramci experimentalni ¢asti této DP byly odebirany
na Odd¢leni hepatologickych a gastroentrologickych metod Kliniky hepatogastroenterologie
IKEM. Vzorky byly po odbéru vklddany do specidlnich transportnich nadob ptedplnénych
formaldehydem a tyz den transportovany ke zpracovani na Pracovisté klinické a transplantacni
patologie IKEM.

4.2.2 Histopatologické vySetifeni tkanového vzorku

Od okamziku ziskani biologického materidlu prochazela tkan komplexnim procesem
histologického zpracovéani, na jehoz konci je vyhotoveni trvalych, fixovanych a barvenych
preparatt, které patologovi umoziiuji mikroskopickou diagnostiku. Cesta tkanovych vzorka
laboratoti se da rozfazovat do celé fady na sebe navazujicich dil¢ich krokt, které znazornuje
Schéma 1. Vybrané kritické kroky budou popsany dale.

Schéma 1 Grafické vyobrazeni zékladnich krokt histopatologického vySetieni.
4 ) 4 ) 4 ) (" )
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4.2.2.1 Proces prevedeni tkanového vzorku do matricového média

Tkan byla vystavena plisobeni celé fady chemickych latek, jejichz Gcelem je ptipravit vzorek
pro zaliti do média, které tvofi pevnou matrici, umoziiujici krajet 3—5 pm silné tkanové fezy.
Tento proces piipravy tkan¢ je mozné rozd¢lit do Ctyt zakladnich krokti (viz Schéma 2). Jsou jimi
fixace, odvodnéni tkan¢, tzv. projasnéni a kone¢né prosyceni tkan¢ matricovym médiem
(nejCastéji parafinem). VSechny kroky byly zajistovdny automatizovanym systémem, tzv.
autotechnikonem, ktery dle pfedem definovaného programu (viz Tabulka 8) piendsel tkanové
vzorky mezi jednotlivymi laznémi. Kvalitativni charakteristiky vyslednych preparatd, zejména
zachovani mikroskopické morfologie a barvitelnosti tkané, jsou vysledkem optimalniho nastaveni
vSech dil¢ich krokl zpracovani (volba chemickych latek, délka expozice, fyzikalni podminky
atp.). [25]

Schéma 2 Zékladni kroky procesu pfevedeni tkané do matricového média.

Prosyceni

Fixace Odvodnéni Projasnéni
parafinem

Fixace

Stézejnim cilem zpracovani tkdnového vzorku pro histopatologickou diagnostiku, je zachytit
trvaly a neménny obraz mikroarchitektury tkané v takovém stavu, vjakém se nachézela
v okamziku vyjmuti vzorku z téla pacienta. Pro uspé$né histologické zpracovani je dikladna
fixace zcela klicova. Historicky koncept fixace biologickych vzorkd za ucelem studovani jejich
struktury a vlastnosti vedl k tomu, Ze béhem let bylo predstaveno Siroké spektrum fixacnich
technik. Ackoli kazda z nich ma své vyhody, zcela idealni fixacni médium nebylo do dne$niho
dne popsano. [25]

Fixativa zabranuji okamzitému i dlouhodobému poskozeni mikroarchitektury tkané tim,
ze zastavuji katabolické enzymatické procesy, ¢imz umoziuji zachovani struktury bunécénych
1 extracelularnich makromolekul. Zabranuji také destrukci tkané ptisobenim mikroorganismd.
Aby bylo mozné vizualizovat, a nasledné¢ mikroskopicky hodnotit morfologické vlastnosti tkan¢,
je nezbytné uchovat vztahy nejen mezi bunikami, ale vSemi intra a extracelularnimi
komponentami. Mnoho slozek tkané je ptirozen€ rozpustnych ve vodé, ptipadné v dalsSich latkach
pouzivanych pii histologickém zpracovani. Vytvoreni intermolekuladrnich vazeb plisobenim
fixativa zabranuje ztratam téchto solubilnich komponent. Popsané vlastnosti jsou nezbytné jak
pro okamzité zpracovani tkanového vzorku za ucelem diagnostiky, ale také pro dlouhodobé
uchovavani vzorkd, které jsou archivovany po fadu let a dokonald fixace tkané umoziluje
opétovnou analyzu, Casto s vyuzitim novych diagnostickych metod. Stale se rozsitujici oblast
pusobnosti molekularné genetickych a proteomickych technik také klade diraz na to, aby
pouzivana fixativa umoznila extrakci a analyzu makromolekul (bez rozsdhlejSich chemickych
modifikaci) z jiz zpracovanych tkanovych vzorku. [25] [55] [56]

Fixacnich techniky mohou byt fyzikalni (zahiivéani, vyuziti mikrovinného zateni, mrazové
vysouSeni) nebo chemické. Fyzikalni techniky fixace nejsou rutinné vyuzivany. Chemicka
fixativa je mozné rozdé€lit do dvou skupin: 1. koagulaéni fixativa, ktera pracuji na principu odnéti
molekul vody (ethanol, Carnoyova tekutina, Methacarn, atp.) a 2. tzv. ,,cross-linking® fixativa
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(formaldehyd, glutaraldehyd, atp.), ktera vytvafi intra a intermolekularni vazby mezi tkanovymi
komponentami. [25] [55]

Bezesporu nejpouzivangj$im fixativem je 4% vodny roztok formaldehydu. Formaldehyd,
objeveny v roce 1859, je bezbarvy plyn charakteristického zapachu, ktery tvoii cca 37% vodny
roztok. Aktivni slozkou fixa¢niho roztoku je methandiol, ktery je hydratovanou formou
formaldehydu. Obé€ chemicka individua jsou ve vhodném roztoku pfitomna v rovnovazném stavu
(vyznamné ve prospéch methandiolu). Methandiol vytvaii methylenové mustky mezi celou fadou
reaktivnich skupin postrannich fetézcli proteint, i jinych typt makromolekul. Sekundérni
a terciarni struktura proteinti neni formaldehydovou fixaci narusena. [55]

Doba potifebnd pro dokonalou fixaci tkdné je primarné zavisld na rozmérech vzorku
a koncentraci fixativa. Je mozné ji ovlivnit Upravou fyzikalnich podminek (zména teploty, tlaku,
kontinualni michéani). Dobu fixace je napiiklad mozné zkratit zvySenim teploty prostiedi. ZvySeni
teploty ma za nasledek urychleni chemickych reakci a také lepsi pronikani fixacni tekutiny tkani.
Teplota by neméla ptekrocit 45 °C, kdy jiz dochazi ke ztraté antigennich vlastnosti nékterych
tkanovych komponent. Pfilisné zahiivani tkan¢ béhem fixace miize mit za nasledek snizenou
vytéznost IH technik. Pro optimalni fixaci by objem fixa¢ni tekutiny mél alespon desetinasobné
prevySovat objem tkanového vzorku. [25] [55] Béhem zpracovani tkanovych vzorkd, které
popisuje tato DP, byl jako chemické fixativum pouzivan pufrovany roztok formaldehydu
ptipravovany dle navodu na str. 86 v publikaci Bancroft's Theory and Practice of Histological
Techniques, 7th Edition. [25]

Odvodnéni

Odvodnéni tkdné€ je prvnim krokem nésledujicim po fixaci. Jeho cilem je odstranit pfirozené
vodné prostfedi a spolu s nim také roztok fixacniho média. Odvodnéni tkan¢ by mélo probihat
pozvolna, aby vlivem vysokého gradientu nedoslo k poskozeni bunéénych membran. Ptili§ rychlé
odvodnéni navic mtize zptisobit objemovou kontrakci tkdn€ a jeji kiehkost. Z tohoto divodu jsou
obvykle pouzivany odvodnovaci fady se stoupajici koncentraci odvodiiovaciho média. Nejcastéji
pouzivanou latkou v procesu odvodnéni tkan€ je ethanol (obvykle ve formé denaturovaného
alkoholu), ktery pfedstavuje rychle plsobici odvodinovaci médium, dobfe misitelné nejen
s vodou, ale i fadou organickych rozpoustédel. Dal§imi alternativami jsou napi. methanol, aceton
a isopropylalkohol. Vyhodou isopropylalkoholu je, Ze nezptsobuje nezadouci tvrdnuti tkanég. [25]
[56] [57] Jako odvodiovaci médium byl pti zpracovani vzorkli pouzivan ethanol denaturovany
1 % lékarského benzinu (koncentrace 70 a 96 %), a nasledné koncentrovany isopropylalkohol.

Projasnéni

Tzv. projasiiyjici latky pfedstavuji pfechodové prostfedi mezi odvodiiujicim médiem a latkou
rozpoustéjici matrici — parafin. Po Gplném odstranéni odvodiiujici latky se tkan stava Castecné
prasvitnou, odtud nazev. Projasiujici latky musi rychle penetrovat tkan, efektivné odstranit
odvodnovaci médium, neposkozovat tkan a musi byt rychle nahrazovany rozpusténym parafinem.
Nejcastéji pouzivanou projasnujici latkou je xylen — bezbarva kapalina charakteristického
nasladlého zapachu, velmi dobfe misitelnd s ethanolem i isopropylalkoholem a efektivné
rozpoustéjici parafin. [25] [56] [57] Projasnujici latkou, pouzivanou pii zpracovani vzorku které
jsou predmétem této DP, byl xylen.
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Prosyceni parafinem

Parafinovy vosk je nejrozsifencjSim matricovym médiem v béznych histologickych

laboratotich. Jeho vlastnosti jsou dany zejména teplotou tani, ktera se pohybuji v rozmezi cca 50—

65 °C a urcuje tvrdost parafinu. Ta ma zasadni vliv na techniku mikrotomového krajeni tkanovych

fezi. Vhodny typ parafinu je nutné experimentalné vybrat pro konkrétni potfeby laboratofe.

Parafinovy vosk prostupuje tkani v tekutém stavu a nahrazuje projasiujici latku. Po zchladnuti

tuhne a tvofi pevnou matrici, ktera tkan konzervuje a umoziuje zhotovovat fezy o pozadované

tloust’ce. [25] Pro prosyceni bioptickych vzorkli byl pouzivan komer¢n¢ dodavany parafin pro

histologii Histowax. Pro zalévani do blokd byl pouzivan komeréné dodavany parafin pro

histologii BaWax.

Tabulka 8 Standardni program autotechnikonu.

# lazné Obsah lazné Teplota  Vakuum Cas v hodinach
1 Formaldehyd 4% 30 °C Ano 1,5
2 Ethanol 70% 38 °C Ano 1

3 Ethanol 96% 38 °C Ano 1

4 Ethanol 96% 38 °C Ano 1

5 Ethanol 96% 38 °C Ano 1

6 Isopropylalkohol 38 °C Ano 1

7 Isopropylalkohol 38 °C Ano 1

8 Xylen 38 °C Ano 1

9 Xylen 38 °C Ano 1
10 Xylen 38 °C Ano 1
11 Parafin 60 °C Ano 1
12 Parafin 60 °C Ano 2
13 Parafin 60 °C Ano 2

4.2.2.2 Faktory ovliviujici rychlost a kvalitu dil¢ich kroka tkafiového procesu

Michani

Kontinualni michéni zajistuje neustalé proudéni chemického média kolem vzorku.

To zvySuje efektivitu latkové vymény mezi tkani a prostiedim. Efektivni michani mtze zkratit

celkovou dobu tkanového zpracovani az o 30 %. [25]

ZvySena teplota prostiredi

Zvyseni teploty 14zni usnadnuje prostup chemickych latek tkani a zvySuje tak efektivitu vSech

dil¢ich krokd. [25]

Vakuum

Pouziti vakuovanych nadob zvysuje efektivitu a rychlost, kterou (zejména tékavé) chemické

latky prostupuji tkani. [25]
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4.2.2.3 Zhotoveni tkanovych fezu

Po prosyceni parafinem je tkan zalita do tzv. parafinového bloku, po jejichz zchlazeni (na
chladici desce nastavené na cca -10 °C) je mozné pfistoupit k samotnému krajeni. Tloustka
tkanovych tezil se v rutinni histopatologické diagnostice pohybuje nejcastéji v rozmezi 2—5 pum.
Takto tenké fezy je mozné zhotovit s pomoci mikrotomu. Dobie zvladnuta technika krajeni
umozituje produkci tzv. sériovych ftezl, které (zejména u drobnych vzorkd) umoziuji
mikroskopické hodnoceni vétSiho poctu fezli bez nezddoucich ztrat biologického materidlu.
Po ukrojeni jsou tkanové tezy preneseny na hladinu vyhiivané vodni lazné (teplota lazné asi
40 °C). Zde dochazi k jejich napnuti, selekci a naslednému upevnéni vybranych fezl na podlozni
sklo, které je poté pfes noc umisténo do vyhiivaného inkubatoru (54 °C pro klasick4 histologicka
barveni a 37 °C pro IH), kde dojde k pfilnuti tkané na povrch skla a fezy jsou pfipraveny pro
histologické barveni a/nebo IH detekci. [25]

4.2.2.4 Histologicka barveni

Histologicka barveni jsou jednim z kli¢ovych nastroji, ktery umoznuje histopatologickou
diagnostiku tak, jak ji zndme. Pfedstavuji soubor metodickych postupt, které jsou provadény
s cilem zviditelnit urCité tkaniové komponenty pro mikroskopické hodnoceni. Jednotlivé barvici
techniky byly vyvinuty s cilem znazornit nejriiznéjsi extra i intracelularni komponenty tkané. Tim
umoziuji patologovi hodnotit morfologii, pfitomnost patogennich struktur a také posoudit
vzajemné vztahy bunék a dalSich tkanovych slozek. [58]

Prvni histologické barvici techniky vyuzivaly bézné se vyskytujici barviva piirodniho
pivodu, mezi které mizeme zatadit safranin nebo indigo. Obrovsky rozvoj barvicich technik
pfiSel v devatenactém stoleti, kdy byla syntetizovana §iroka paleta novych barviv. Ta Casto
vznikala pro pouziti v textilnim primyslu, ale znacnd ¢ast z nich si pozdé€ji nasla své misto
v histologii. Mnoho z téchto barviv, pfirodnich i syntetickych, je dodnes pouzivano v celé fade
barvicich technik. I pies nové diagnostické nastroje (mezi které mizeme zatradit nejen IH a IF
techniky, ale také proteomiku a molekularni genetiku) histologicka barveni nadale ziistavaji
nedilnou soucasti rutinni histopatologické diagnostiky i vyzkumu. [58] [59]

Proces histologického barveni tzv. formol-parafinovych tkanovych fezl, je mozné rozdélit do
n¢kolika zakladnich krokd, které ukazuje Schéma 3

Schéma 3 Zakladni kroky procesu histologického barveni.

: " Vlastni o
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45 |



Deparafinace

Deparafinace je proces odstranéni parafinové matrice z jiz ukrojenych a na podloznim skle
upevnénych fezt. Provadi se ponofenim pfipravovanych preparati do lazné s xylenem. Postup
deparafinace zpracovavanych vzorkl je uveden v Tabulce 9.

Tabulka 9 Postup deparafinace.

Obsah lazné Délka expozice

Xylen 5 min

Xylen 5 min

Xylen 5 min
Zavodnéni

Cilem zavodnéni je odstranit z tkan€ xylen a postupné ho nahradit vodou. Pro zavodnéni se
pouziva nékolik 1azni s klesajici koncentraci ethanolu. Probihalo dle postupu v Tabulce 10.

Tabulka 10 Postup zavodnéni tkanovych fezl pred barvenim.

Obsah lazné Délka expozice
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 80% 2 min
Ethanol 70% 2 min

Vlastni barveni

Barveni je mozné provadét bud’ ru¢né, nebo vyuzit automatizované barvici procesory, které
dle definovaného programu preparaty obarvi. Barvici techniky pro prikaz amyloidu byly
provadeény rucné dle postupti uvedenych dale.

Odvodnéni a projasnéni

VétSina rutinn€ pouzivanych montovacich médii je rozpustna v xylenu a jeho analozich. Aby
bylo mozné tkan opétovné pievést do xylenu, je odvodnéna n€kolika 1aznémi se stoupajici
koncentraci ethanolu. Mezistupen tvofi projasiiujici lazen, jejimz ucelem je odstranit z tkdné
zbytky vody a zvysit zivost barev preparatu. Jako projasiiujici médium byl pouZzivan tzv. karbol-
xylen, tedy 25% roztok fenolu v xylenu. Poté byla skla s obarvenymi fezy umisténa do zasobniku
montovaciho automatu (tkan neustale ponofena v xylenu).

Tabulka 11 Postup odvodnéni a projasnéni obarvenych fezu.

Obsah lazné Délka expozice
Ethanol 80% Oplach
Ethanol 96% Oplach
Ethanol 96% Oplach
Karbol-xylen 5 min

Xylen Oplach

Xylen Oplach
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Montovani

Jako montovani se oznacuje proces dokonceni trvalych histologickych preparatt.
Je realizovan aplikaci montovaciho média a upevnénim kryciho skla, které je po zaschnuti
neoddéliteln€ spojeno s podloznim sklem a preparat je pripraven pro hodnoceni. Preparaty byly
montovany automatem s pouZzitim komerc¢né doddvaného montovaciho média Pertex.
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5 EXPERIMENTALNI CASTI:
VYBER VHODNE SCREENINGOVE TECHNIKY

5.1 POUZITA BARVIVA A METODICKE POSTUPY BARVICICH TECHNIK

5.1.1 Kongo Cerven

KC (Direct red 28) je symetrické sulfonované azobarvivo s linearni molekulou,
obsahujici hydrofobni centrum s bifenylovou skupinou. Molekulovy sumarni vzorec:
C32H22NeNaxOeS» [25].

Obrizek 1 Struktura molekuly KC. Zdroj: [60].

KC syntetizoval v roce 1883 mlady némecky chemik Paul Béttiger, pracujici pro spole¢nost
zabyvajici se vyrobou textilnich barviv. Jim syntetizované barvivo bylo spolecnosti ptehlizeno,
a proto se 14. unora 1884 neuspésné pokusil ziskat patent pod vlastnim jménem. Prava na patent
nakonec prodal spolecnosti Aktiengesellschaft fiir Anilinfarbenfabrikation, kterd zacala barvivo
prodévat v roce 1885, pod nazvem ,,Congo red“. Podobn¢ jako u dalsich textilnich barviv bylo
brzy po objevu KC testovéano jeji piipadné vyuziti v histologii. Poprvé byla pro barveni tkani
pouzita v roce 1886, ale az roku 1922 byla objevena afinita k amyloidu. V roce 1927 byl poprvé
popsan charakteristicky dichroicky dvojlom, tedy jev, ktery po obarveni KC vykazuji AD
v polarizovaném svétle. Tento zlomovy bod odstartoval celosvétové rozsiteni K¢ v diagnostice
amyloidoz. [9] [61]

KC se na amyloidové fibrily vaze diky jejich strukturalnimu uspofadani. Linearni molekuly
barviva se interkalacn¢ vcleni mezi jednotlivé vrstvy proteinovych podjednotek
B-skladaného listu. Vazba KC nicméné neni zcela specifickd, a krom& AD mohou byt slab&
obarveny i dalsi struktury (napt. myokard, kolagen, fibrinogen, hyalin). Mikroskopie ve svétlém
poli nicméné neni diagnosticka a nespecificky obarvené struktury nevykazuji charakteristické
znaky pifi pozorovéani v polarizovaném svétle. Pro diagnostiku SA jsou vyuzivany také
fluorescenéni vlastnosti KC, které umozituji detekovat i méné objemné depozita. Vice nez sto let
po svém objevu ma KC stale zasadni vyznam pii detekci amyloidu. Barveni histologickych
preparatt s vyuzitim KC je stale zlatym standardem pii diagnostice amyloidoz. [25][61] [62] [63]

Molekularni interakce mezi KC a amyloidovymi fibrilami byla v minulosti klinicky
vyuzivana k prikkazu a kvantifikaci amyloidu v téle pacienta také jinym zpisobem. Pacientovi
bylo intraven6zné podano znamé mnozstvi KC a po definované ¢asové prodlevé byla stanovena
jeji koncentrace v plazmé. Rozdil mezi ocekavanou a naméfeno hladinou (koncentraci) pak
urc¢oval pfitomnost a piipadné odhad mnozstvi amyloidu. Podle dostupnych prament byla tato
metoda vyuzivana az do sedmdesatych let minulého stoleti. [6] [9] [61]
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Natizeni Komise EU 2017/776, kterym se pro ucely pfizpusobeni védeckotechnickému
pokroku meéni natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1272/2008 o klasifikaci,
ozna¢ovani a baleni latek a smési, zatazuje KC do klasifikagnich kategorii Carc. 1B a Repr. 2
(H350, H361d). Pti pouziti tohoto barviva by mélo byt dbano na bezpe¢nostni opatieni
a pouzivani osobnich ochrannych pomtcek. [64]
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5.1.1.1 Kongo ¢erveih — metoda dle Highmana

Piiprava roztoki

Barvici roztok: 0,5 g KC rozpustit ve 100 ml 50% ethanolu.

Diferenciacni roztok: 100 ml 80% ethanolu + 1 ml 1% KOH.
Tkanovy vzorek

Vhodné jsou formol-parafinové fezy o tloust’ce 5 pm.

Postup barveni

Tabulka 12 Metodicky postup barveni KC dle Highmana.

# KROK CAS

1 deparafinace

2 destilovana voda oplach
3 barvici roztok 30 min
4 destilovana voda oplach
5 diferencia¢ni roztok oplach
6 destilovana voda oplach
7 tekouci kohoutkova voda 5 min
8 Mayertiv hematoxylin 5 min
9 tekouci kohoutkova voda 10 min

10 odvodnit

11 zamontovat

Vysledky barveni

Jadra — modrie
Amyloid — ervené
Erytrocyty — oranzové

Poznamka

Metoda pievzata ze zdroje [25]

Barvici technika by vZzdy méla byt provadéna s pouzitim znamé pozitivni kontroly.
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5.1.1.2 Kongo ¢erven — metoda dle Stokese

Piiprava roztoku

Barvici roztok: 0,5 g KOH rozpustit v 50 ml destilované vody + ptidat 200 ml absolutniho
alkoholu. Ptidavat KC aZ do vytvofeni nasyceného roztoku (cca 3 g). Piipravit den pred pouzitim,
roztok je stabilni tfi mésice.

Tkanovy vzorek

Vhodné jsou formol-parafinové fezy o tloust’ce 5 pm.

Postup barveni

Tabulka 13 Metodicky postup barveni KC dle Stokese.

# KROK CAS
1 deparafinace do 70% ethanolu
2 barvici roztok 40 min
3 destilovana voda oplach
4 tekouci kohoutkova voda 5 min
5 Mayertiv hematoxylin 5 min
6 tekouci kohoutkova voda 10 min
7 odvodnit
8 zamontovat

Vysledky barveni

Jadra — modre
Amyloid — ¢ervene
Erytrocyty — oranzové

Poznamka

Metoda prevzata ze zdroje [25]

Barvici technika by vzdy méla byt provadéna s pouzitim znamé pozitivni kontroly.
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5.1.2 Sirius red F3B

Sirius red F3B (Direct red 80) je polyazové barvivo, k jehoz ptedstaveni doSlov roce 1924.
Syntetizovano bylo pro pouziti v textilnim barvifstvi, jako barvivo pro biologii se pouziva od roku
1964. Molekulovy sumdarni vzorec: CisHzsN1oNasO21Se. [25] [63] [65] V Ceské literatuie se
pouziva oznaceni Saturnova Cerven.

Obrazek 2 Struktura molekuly barviva Sirius red F3B. Zdroj: [66].
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V histopatologii ma Sirius red F3B dv¢ hlavni oblasti pouziti. Pfedevs§im je soucasti celé fady
metod slouzicich k vizualizaci kolagennich struktur, dale pak slouzi k prukazu AD. Tkanové
komponenty, barvené timto barvivem, vykazuji pii pozorovani v polarizovaném svétle
charakteristicky dvojlom. Kolagenni vlakna maji v zavislosti na své tloust’ce oranzovozluty
(siln&jsi vlakna), az zlutozeleny (slabsi vlakna) dvojlom, amyloidova depozita vykazuji dvojlom
zeleny. [25] [65]

Pfi pouziti spravného metodického postupu je ve vysledném preparatu amyloid obarven
fuchsiove az Cervené, v ostrém kontrastu s pozadim, které je Sedomodré. Tento vysoky kontrast
(ve srovnani s KC) je vyhodny pii detekci fokalnich depozit a pro screeningové pouZiti.
Nevyhodou je absence fluorescencnich vlastnosti. A¢koli je barvitelnost amyloidu pomoci tohoto
barviva znama jiz od roku 1965, je stale spise doplitkovym barvenim. [25] [63] [65]

Sirius red F3B ma pfi technikach k prikazu amyloidu neselektivni afinitu také
k cytoplazmatickym granulim eosinofilnich granulocytt, zirnych bunék a Panethovych bunék
(Obrazek 3). Jmenované elementy je mozné povazovat za prirozené se vyskytujici kontrolu
spravné provedeného histologického barveni. Falesnou pozitivitou (v pravém smyslu) je pak
afinita ke tkéni, ktera byla termicky poskozena napftiklad pii endoskopickém odbéru polyp6znich
afekci sliznice GIT (Obrazek 4). Na tuto znamou faleSnou pozitivitu je tieba brat zietel, a pti
hodnoceni preparat zohlednit také odbérovou techniku. [63] [65]
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Obrazek 3 Nespecifickd vazba barviva Sirius red F3B na cytoplazmatickd granula
eosinofilnich granulocytl (vlevo), zirnych bun¢k a Panethovych bunék (vpravo). 400x.
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Obrazek 4 Fale$na pozitivita pii pouZiti barviva Sirius red F3B. Obarveny jsou useky
tkang, které byly termicky poskozeny pti endoskopickém odbéru. 200x.
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Pti syntéze tohoto barviva nejsou pouzivany karcinogenni latky (napf. benzidin), a ani jeho
degradace neni spojena s uvoliovanim toxickych produkt. Tyto vlastnosti pfispivaji k jeho
roz§ifenému pouziti v fadé obort (textilni barvifstvi, papirenstvi, kosmetika, biologie). Diky
rostoucimu tlaku na minimalizaci pouziti toxickych latek v laboratofich se oblast jeho pouziti

bude ziejmé nadale rozsitovat. [65]
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5.1.2.1 Sirius red — metoda dle Llewellyna

Piiprava roztoku

Barvici roztok: 0,5 g Sirius red F3B rozpustit v 45 ml destilované vody. Ptidat 50 ml
absolutniho alkoholu a 1 ml 1% hydroxidu sodného. Za diikladného michdni postupné ptidavat
20% roztok chloridu sodného (cca 4 ml), dokud se nezacne tvofit jemna srazenina (lze pozorovat
proti svétlu). Nechat stat pres noc a zfiltrovat.

Tkanovy vzorek

Vhodné jsou formol-parafinové fezy o tloust’ce 3—4 pm.

Postup barveni

Tabulka 14 Metodicky postup barveni Sirius red dle Llewellyna.

4

# KROK CAS
1 deparafinace
2 destilovana voda oplach
3 Mayertiv hematoxylin 10 min
4 tekouci kohoutkova voda 10 min
5 70% ethanol oplach
6 barvici roztok 1 hod
7 tekouci kohoutkova voda 10 min
8 odvodnit
9 zamontovat

Vysledky barveni

Jadra — modie az Sedomodie
Amyloid — fuchsiové az karminové cervené

Poznamka

Metoda pievzata ze zdroje [25]

Barvici technika by vZzdy méla byt provadéna s pouzitim znamé pozitivni kontroly.
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5.1.2.2 Sirius red — metoda dle Steinera

Piiprava roztoki

Zasobni roztok barviva: 2 g Sirius red F3B rozpustit ve 100 ml destilované vody.
Pracovni roztok barviva: 80 ml zasobniho roztoku + 20 ml glycerolu.

Tkanovy vzorek
Vhodné jsou formol-parafinové fezy o tloustce 3—4 um.

Postup barveni

Tabulka 15 Metodicky postup barveni Sirius red dle Steinera.

# KROK CAS
1 deparafinace do 70% ethanolu
2 Weigerttv zelezity hematoxylin 10 min
3 tekouci kohoutkova voda 10 min
4 destilovana voda oplach
5 pracovni roztok barviva 2 hod pti 37 °C
6 destilovana voda oplach
7 odvodnit
8 zamontovat
Vysledky barveni

Jadra — modfe az Sedomodie
Amyloid — fuchsiove¢ az karminové cervené

Poznamka

Data pro provedeni metody Cerpany ze zdroje [67]. Metoda byla modifikovana a validovana
oproti KC.

Barvici technika by vZzdy méla byt provadéna s pouzitim znamé pozitivni kontroly.
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5.1.3 Thioflavin T

Thioflavin T je fluorescencni benzothiazolové barvivo, které bylo v roce 1959 ptedstaveno
jako potencialni nastroj pro fluorescencni detekci amyloidu v histologickych preparatech.
Thioflavin T, selektivné¢ vazany v amyloidovych depozitech, vykazuje dramaticky nartst
fluorescencni aktivity oproti volnému a nespecificky vazanému barvivu. Molekulovy sumarni
VZOorec: C17H19C1NZS. [9] [68]

Obrazek 5 Struktura molekuly barviva Thioflavin T. Zdroj: [69].
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Dalsi vyzkumy (zejména na prelomu osmdesatych a devadesatych let) ukazaly, ze na amyloid
vazané barvivo vykazuje vyznamny posun jak v excitatnim (z 385 na 450 nm), tak i emisnim
(z 445 na 482 nm) maximu. Tato specificka vlastnost je podminéna navazanim Thioflavinu T na
proteiny s konformaci p-skladaného listu a je identicka pro vSechny typy amyloidovych fibril.
Panuje vSeobecny nazor, ze nartst fluorescenéni aktivity vazaného Thioflavinu T je zplisoben
imobilizaci molekularnich substruktur, které v roztoku volné€ rotuji diky jednoduché uhlikové
vazbé. [70]

Nevyhodou Thioflavinu T je skute&nost, Ze oproti KC a Siriu red F3B nejsou histologické
preparaty stalé. Zejména pokud jsou skladovany na svétle, Casem blednou (mohou byt opétovné
obarveny, pokud je tfeba). Naopak vyhodou Thioflavin T je snadné a relativné predvidatelné
provedeni barvici techniky. V pfitomnosti amyloidu vydava Thioflavin T jasnou zlutozelenou
fluorescenci, ktera umoznuje odhaleni i drobnych fokalnich depozit. Od doby svého objevu se
Thioflavin T stal celosvétové rozsifenym nastrojem nejen pro histopatologickou diagnostiku, ale
zejména pro experimentalni ¢innost, zaméfenou na zkoumani formace a vlastnosti amyloidovych
fibril. [9] [68] [70]

Vazba Thioflavinu T neni pro amyloid zcela specificka a v omezené mife muze dojit
k navazani barviva na dalsi tkanové komponenty (napi. kolagen, fibrin, keratin, Panethovy buiky,
zymogenova granula a juxtaglomerularni aparat). Tuto nespecifickou vazbu je mozné omezit
provedenim barvici techniky pfi nizkém pH. Nespecificky vazané barvivo by navic, ve srovnani
s vazbou na amyloid, nemélo vydavat srovnatelné¢ intenzivni fluorescenci. Pfesto je jeho
pouzitelnost ve tkanich s vysokym obsahem kolagenu limitovana. [9] [63] [70]
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5.1.3.1 Thioflavin T — metoda dle Vassara a Cullinga

Piiprava roztoki

1% vodny roztok Thioflavinu T.
1% vodny roztok kyseliny octové.

Tkanovy vzorek
Vhodné jsou formol-parafinové fezy o tloustce 3—4 um.

Postup barveni

Tabulka 16 Metodicky postup barveni Thioflavinem T dle Vassara a Cullinga.

# KROK CAS
1 deparafinace
2 destilovana voda oplach
3 Mayertiv hematoxylin 2 min
4 tekouci kohoutkova voda 10 min
5 roztok Thioflavinu T 3 min
6 destilovana voda oplach
7 1% kyselina octova 20 min
8 tekouci kohoutkova voda oplach
9 odvodnit
10 zamontovat

Vysledky barveni

V zavislosti na nastaveni a konfiguraci fluorescencniho mikroskopu vykazuje amyloid
(a v mensi mife také elasticka vlakna a nékteré dalsi struktury) stfibfit¢ modrou nebo Zlutou
az 7lutozelenou fluorescenci.

Poznamka

Metoda pievzata ze zdroje [25]

Barvici technika by vZzdy méla byt provadéna s pouzitim znamé pozitivni kontroly.
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5.1.3.2 Thioflavin T pfi pH 1.5 — metoda dle Burnse

Piiprava roztoki

0,5% roztok Thioflavinu T v 0,1 M HCI, pfipraveny vzdy Cerstvy.
1% vodny roztok kyseliny octové.

Tkanovy vzorek

Vhodné jsou formol-parafinové fezy o tloustce 3—4 um.

Postup barveni

Barveni vyuziva stejny metodicky postup jako predchozi technika. Kyselé pH zvySuje
selektivitu barveni zvyhodnénim vazby Thioflavinu T na amyloid, oproti neselektivni vazbé
na struktury pozadi.

Vysledky barveni

Viz ptedchozi technika, barveni je vice specifické.

Poznamka

Metoda pievzata ze zdroje [25]

Barvici technika by vzdy méla byt provadéna s pouzitim znamé pozitivni kontroly.
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5.2 HODNOCENI BARVICICH TECHNIK

S ohledem na fakta uvedena v kap. 3.9 (Zdravotnicky screening), tedy Ze hodnoceni biopsii
ve screeningovém rezimu nema za cil stanovit konecnou diagnézu ale jednodusSe a efektivné
filtrovat vzorky na pozitivni a negativni, byly uvedené barvici techniky hodnoceny v nékolika
vybranych parametrech. Hodnoceni vétSiny parametrt bylo provadéno pii konzultacich
s doc. MUDr. Evou Honsovou, Ph.D. adalSimi Iékafskymi i nelékafskymi zdravotniky
z Pracoviste klinické a transplantacni patologie IKEM. Bylo také provedeno piimé mikroskopické
porovnani vysledkd jednotlivych barvicich metod. Pro jednoduchost zavére¢ného vyhodnoceni
byly metoddm u zkoumanych parametri ptidélovany pouze dvé hodnoty: ,,vyhovujici
a ,,nevyhovujici“. Parametry byly vybrany tak, aby komplexné pokryvaly jak laboratorni cast
vySetieni, tak vlastni mikroskopické hodnoceni preparatt a jejich stabilitu.

5.2.1 Hodnocené parametry

Vlastni provedeni metody

Zohlediuje pripravu zasobnich a pracovnich roztoki, slozitost provedeni barvici techniky
a moznost prubézné kontroly barveni. Déle zahrnuje nutnost diferencovani apod.

Stabilita reagencii

Vyjadiuje schopnost barvicich roztoki uchovat si optimalni vlastnosti v pribéhu casu,
pfipadné zohlediuje nutnost pfipravit vzdy cerstvé. U alkoholickych roztoki byl v hodnoceni
zahrnut jejich odpar.

Opakovatelnost

Opakovatelnosti je myslena schopnost metody reprodukovat shodny vysledek vysetieni
(vCetné intenzity zbarveni) u vzorki, které byly zpracovany v jedné sérii. Byla posuzovana
zhotovenim péti preparati z jednoho bloku (tkanového vzorku) se zndmou pozitivni kontrolou.
Vsechny preparaty byly zhotoveny naraz, s vyuzitim identického barviciho roztoku a za shodnych
podminek.

Reprodukovatelnost

Popisuje schopnost metody reprodukovat shodny vysledek vySetfeni (vCetné obdobné
intenzity zbarveni) u vzorki, které byly zpracovany za mirn€ odlisnych podminek, s vyuzitim
jiného barviciho roztoku (pfipraveného identickym zplsobem) a s delSimi ¢asovymi rozestupy.
Reprodukovatelnost byla posuzovana zhotovenim péti preparatli z jednoho bloku (tkanového
vzorku) se znamou pozitivni kontrolou. Preparaty byly zhotovovany postupné (v pribéhu péti
tydnil) a nasledné spolecné hodnoceny.

Kontrast pozitivni/negativni

Tato charakteristika vyjadfuje barevny kontrast mezi obarvenymi AD a neobarvenou okolni
tkani.
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Naro¢nost hodnoceni

Slozena charakteristika zahrnujici v sobé vyse popsany, jednoduse pozorovatelny barevny
kontrast a také ptipadnou nutnost pouziti fluorescen¢niho mikroskopu.
Schopnost zachytit drobna depozita

Hodnoti schopnost barvici metody dostate¢né jednoznacné prokazat pritomnost drobnych
fokalnich depozit. Je vyjadiena moznosti pouzit polarizaéni, ptipadné fluorescenéni mikroskopie
ke zvyseni citlivosti.

Fale$na pozitivita

Zohlednuje nespecifickou vazbu barviva na neamyloidové struktury, a tedy miru rizika
falesn€ pozitivniho vysledku vySetteni.
FaleSna negativita

Vyjadfuje miru rizika falesné negativniho vysledku vysetteni v ptipadé, Ze AD nejsou barvici
metodou zachycena. Do jisté miry vypovidd o robustnosti metody pifi drobnych zménach
podminek.

Stalost preparati

Stalosti je mySlena moznost jiz hotové preparaty archivovat, po ¢ase je vyhledat a opétovné
mikroskopicky hodnotit se stejnym vysledkem.

5.2.2 Primé mikroskopické porovnani

Piimé mikroskopické porovnani barvicich metod bylo provedeno zhotovenim preparatt
ze sériovych fezl, ukrojenych z blokt se znamymi pozitivnimi kontrolami. Vyhotovené preparaty
pak byly mikroskopicky hodnoceny s ohledem na zamyslené pouZiti ve screeningovém rezimu.
Nebyla tedy hodnocena vlastni diagnosticka vaha metod, ale spiSe schopnost rychle a jednoduse
odhalit pfitomnost depozit ve vzorku.

Obrazek 6 KC dle Stokese. Vlevo klasicka svételna mikroskopie, vpravo
fluorescencni. Sllznlce tenkeho stieva s dep021ty amy101du 400x
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Obrizek 7 Vlevo Sirius red dle Steinera. Vpravo Thioflavin T dle Burnse
y amyloidu. 400x.

)

Obrazek 8 KC dle Stokese. Vlevo klasickd svételna mikroskopie, vpravo
fluorescencni. Sliznice tenkého stfeva s depozity amyloidu. 400x.
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Obrizek 10 KC dle Stokese. Vlevo klasickd svételna mikroskopie, vpravo
fluorescencni. Arterie s depozity amyloidu ve vazivovém pouzdie ledviny. 400x.
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Obrazek 11 Vlevo Sirius red dle Steinera. Vpravo Thioflavin T dle Burnse
(fluorescen¢ni mikroskopie). Arterie s depozity amyloidu ve vazivovém pouzdie
ledviny. 400x.
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6 VYSLEDKY EXPERIMENTALNI CASTI I

Na zaklad¢ mikroskopického porovnani a vyhodnoceni vSech definovanych parametri, které
ukazuje Tabulka 17, byla pro screeningovy rezim jako nejvhodnéjsi zvolena metoda s vyuzitim
barviva Sirius red F3B dle Steinera. Ta poskytuje vysoce kontrastni barveni AD (fuchsiové az
karminové Cervena) na jasné rozliSitelném pozadi (Sedomodrd). Schopnost dobie zviditelnit
i drobn¢jsi depozita a jednoduché laboratorni provedeni metody jsou vhodnou kombinaci pro
techniku screeningového vysetfeni.

Tabulka 17 Vysledky porovnéani parametra barvicich metod.

Z 2 % |z s

— = pS S = o
5§ | 8| 2| 5| 2| £ |2s| £ 5| 2
T ) ) =1 < 2 9 g = R g
0 on = S gl 2 82| & & g
5 S © 2 S 2 & 8 & 3
= = = 4 = @ 2 2 2 2
a, < S = 7 = S 2 e = : =
g8 = 3 2 25| 5 gl & E 2
g = 2 S | 55| B g =2 3 8
Z 2 = < g S g ] g e 5} 5} ©
> E| @ o ¥ | Ma|l Z | »nd| & = v

Kongo Cerven X

dle Highmana X O X X (0%) 0 © © x ©

Kongo cerveint X

dle Stokese © X O 0 (0%) 0 0 © © ©

Saturnova Gerveil 0 X o) 0 0 0 o) X 0) 0

dle Llewellyna

Saturnovi Cerveii | o o o 0 (o) o) X 0 o

dle Steinera

Thioflavin T X X 0 0 10 X 0 0] O X

dle Burnse

Legenda: vyhovujici = O nevyhovujici = X

vyhovujici v ptipadé¢ pouziti fluorescencniho mikroskopu a/nebo polarizace = O*
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7 EXPERIMENTALNI CAST II:
VLASTNI SCREENINGOVY PROGRAM

V prvni ¢asti experimentalni studie byly porovnany dostupné barvici techniky pouzivané
k prikazu amyloidovych hmot ve tkani. Na zaklad¢ vysledki porovnani byla jako vhodna
screeningova technika zvolena metoda Sirius red F3B dle Steinera.

Druha ¢ast experimentalni studie spocivala v provadéni screeningovych vySetfeni u vSech
endoskopickych bioptickych vzorktt GIT, které byly v pribéhu roku 2017 zpracovany
na Pracovisti klinické a transplantacni patologie IKEM.

Bioptické vzorky z jicnu, zaludku, tenkého stfeva, tlustého stfeva a rekta pochazely
od riiznorodé skupiny pacientt, kteti absolvovali endoskopické vySetieni z nejriiznéjsich indikaci.

Hodnoceni vyhotovenych histologickych preparat provadéli dvouatestovani patologové.

Odbér bioptickych tkanovych vzorki a metodicky popis techniky histopatologického
zpracovani viz kapitoly 4 a 5.

64 |



8 VYSLEDKY EXPERIMENTALNI CASTI I1

V ramci screeningového programu bylo histopatologicky vysetfeno celkem 4285 vzorkd od
2572 pacient. U celkem deseti vzorklli od péti pacientii byla v endoskopickych biopsiich GIT
zachycena AD a u ¢tyf pacientl byla provedena typizace amyloidozy. U jednoho pacienta byla
IH neprtikazna a pro stanoveni piesné diagnozy bylo doporuc¢eno odbér opakovat a pro vySetieni
poskytnout nefixovany material. Relativni Cetnost pozitivniho zachytu v provedeném
screeningovém programu je tedy cca 1/500 vySetfenych pacientti.

Diagnoza ALA amyloidézy byla u jednoho z pacientli stanovena jiz dfive z renélni biopsie.
Tato informace vSak v dobé zachytu AD ve stfevni sliznici nebyla dostupna a screeningové
vySetfeni tedy spravné prokazalo jejich pfitomnost. U ¢tyt pacientt se jednalo o nahodny zachyt,
ktery posléze vedl ke stanoveni diagndzy a zavedeni vhodné terapie. Podrobné data o poctech
pacientli a pozitivnich/negativnich vzorka v Tabulkach 18 a 19.

Tabulka 18 Piehled poctu provedenych screeningovych vyseteni.

Vyseti‘eni Pacientu Pac.l e.ntu, Vzorki celkem Vzo.rku .
celkem pozitivnich pozitivnich
. Podrobna data
Gastroskopie 1008 v Tabulce 19 1698 5
. Podrobna data
Kolonoskopie 1564 v Tabulce 19 2587 5
Celkem 2572 5 4285 10

Tabulka 19 Zakladni udaje o pacientech s SA zachycenych screeningovym programem.

Pocet pozitivnich

Cislo Pohlavi Vék v ¢ase Lokalizace vzorku Typ
pacienta diagnézy  odbéru z celkového poctu  amyloidozy
vySetienych

Jicen 0/1

1 Zena 52 Zaludek 1/1 ALMA amyloidoza
Tenké stievo 1/1

2 Zena 55 legl?dek iﬁ AA amyloidoza

. Tlusté stievo 2/3 .

3 Zena 77 Rektosigma /1 Neurceno

4 Muz 44 Tlusté stievo 2/2 AA amyloid6za
Jicen 0/1

5 Muz 62 Tenké stievo 1/1 ALX amyloid6za
Tlusté stievo 1/1
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9 DISKUSE

Amyloidozy byly a jsou predmétem mnoha védeckych vyzkumt jiz od dob Rudolpha
Virchowa. Jejich povaha byla dlouhou dobu zahalena tajemstvim a teprve technologicky pokrok
druhé poloviny dvacétého stoleti prispél diky novym poznatkiim k jejich pochopeni. Véda vSak
nezname plny rozsah a vSechny zékonitosti podmifujici rozvoj a multifaktoridlni mechanismus
pusobeni SA.

Pres komplexnost a heterogenitu maji amyloidozy spole¢ny znak, kterym je ukladani
proteinovych depozit ve tkanich. Tato depozita mohou byt histopatologicky detekovana
a patologie tak tvofti ustfedni prvek diagnostiky. Da se ptedpokladat, ze s dalSim technologickym
rozvojem budou stale Castéji uplatiiovany nejen techniky molekularni patologie, ale také vysoce
efektivni proteomické metody. Ty jsou dnes dostupné predev§im ve velkych referencnich
centrech, ale s vyhledem na nadchéazejici desetileti se da predpokladat jejich zvySujici
se zastoupeni v rutinni diagnostice.

Cilem této DP bylo sestavit panel dostupnych histologickych technik pouzivanych k prikazu
AD ve tkanich. Vybrané techniky zhodnotit s ohledem na moznost jejich pouziti
ve screeningovém rezimu a zvolit z nich tu, ktera svymi parametry nejlépe vyhovuje. Ve druhé
experimentalni ¢asti pak na Pracovisti klinické a transplantacni patologie IKEM probihala vlastni
screeningova studie, do které byly zahrnuty vSechny bioptické tkanové vzorky GIT, zpracovavané
v prabéhu roku 2017.

Pacienti, ktefi podstupovali endoskopické vySetfeni GIT, tvofili heterogenni skupinu
a klinické indikace pro biopticky vykon tvofily $iroké spektrum. Cast z nich byla zaméfena
na odhaleni vyskytu patologickych novotvari sliznice. Dalsi skupinou byly dyspeptické obtize
rizného charakteru, nebo podezieni na bakterialni ¢i virové infekce. V neposledni fadé€ tvofili
¢ast pacienti s chronickymi zanétlivymi onemocnénimi GIT. Onemocnéni ze skupiny IBD
(Inflammatory bowel disease) mohou byt pfi¢inou vzniku systémové AA amyloidozy, a jsou tedy
v tomto ohledu rizikovy, faktorem. Gastrointestinalni postizeni se u SA projevuje znacné
nespecificky, a proto by amyloidézy mély byt zvazovany i u pacientil s dyspeptickymi obtizemi
bez dalSi zjevné pfiCiny. Screeningovy program se v piipadé téchto pacientd, spadajicich
do nékteré z rizikovych skupin, stava spise cilenym case-findingem. [1] [37] [48]

Vysledky prvni experimentalni ¢asti ukdzaly, Ze nejvhodnéjsi screeningovou technikou je
parafinova histologie, vyuzivajici k detekci amyloidu barvivo Sirius red F3B v metodice dle
Steinera. Nevyhodou této techniky je fale$na pozitivita u termicky poskozené tkang. Vzhledem
k tomu, ze je tato faleSna pozitivita dobfe znama a v preparatech se projevuje jako lehce
identifikovatelné plo$né Cervené oblasti, nepiedstavuje diagnostické nebezpeci. Vyhodami jsou
naopak snadné provedeni, dobra stabilita roztokli, pomérné snadné mikroskopické hodnoceni
a/nebo polariza¢ni mikroskopie je vhodné pro potvrzeni diagnoézy, Sirius red F3B vsak nejlépe
splnuje pozadavky na diskutovany screeningovy program.
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V ramci druhé experimentalni ¢asti této DP bylo vysetieno celkem 4285 vzorki (z toho 10
pozitivnich) od 2572 pacientt (z toho 5 pozitivnich). Biopsie s obsahem AD pochézely od 0,19 %
pacientl a ptredstavovaly 0,23 % vSech vzorkll. Ackoli u jednoho pacienta jiz byla diagn6za
amyloidozy stanovena drive, tato informace nebyla v dob¢ screeningového vySetfeni znama.
I ptesto, ze se zdanlivé jednd o nizky zachyt, je tfeba brat v tivahu fakt, ze amyloidozy jsou
povazovany za raritni onemocnéni. Cetnost jejich vyskytu v populaci neni znama, nicméné
obecné se fadi mezi vzacné choroby. Jedna se navic o zavazna onemocnéni, ktera pfimo ovliviiuji
kvalitu a délku zivota pacienta. Amyloidova kardiomyopatie a nefropatie jsou hlavnimi dvéma
pfi¢inami umrti pacienti se SA. Za posledni dvé desetileti doSlo diky intenzivnimu vyzkumu
k pokroku na poli terapeutického managementu SA, a zejména v ptipad€ ¢asné diagndzy se tak
prognodza pacientli pomérné vyznamné zlepsila. Stale se vSak jedna o potencialné fatalni stavy
ajejich Casnd diagnéza predstavuje klicovy prvek efektivni terapie. [13] Z tohoto pohledu
hodnotime screeningovy program jako uspésny, nebot’ diky jeho vysledkiim mohla byt u nékolika
pacientli zahajena adekvatni terapie, coz velmi pravdépodobné pozitivné ovlivni délku a kvalitu
jejich Zivota.

Odborna literatura nepopisuje obdobny screeningovy program, vysledky tedy neni mozné
hodnotit v kontextu dobfe srovnatelnych studii. Co porovnat lze, je lokalizace zachycenych
depozit. Publikované studie [16] [49] uvadi, Ze nejcastéji jsou AD zachycena, pokud je soucasti
tkafiového vzorku tunica submucosa, ktera je hojné vaskularizovana a umoziuje tak zachytit
depozita ve sténé a blizkosti cév. Tyto zavéry potvrzuji i mikroskopické nalezy, které popisuje
tato DP. NejcastéjSim mistem vyskytu AD byly pravé cévni stény v tunica submucosa. Vyskyt
depozit v lamina propria mucosae a lamina muscularis mucosae byl mén¢ Casty a depozita byla
obvykle fokalniho charakteru. Pfitomnost tunica submucosa ve vysetfovaném vzorku sniZuje
riziko sampling erroru a zvySuje senzitivitu vySetieni.

Cile, které byly v tvodu stanoveny, se podatilo naplnit. Z dostupné odborné literatury byl
sestaven up-to-date prehled zékladnich informaci o SA, mezi histopatologickymi technikami byla
experimentalné vybrana ta, ktera se nejvice hodi pro screeningové pouziti a nasledné bylo
otestovano 4285 vzorkli od 2572 pacientl. Presto existuji zptisoby, jak tuto praci rozsitit a doplnit.
V prvni fadé se nabizi vyhodnotit screeningovy program po delsim casovém useku, tedy
zahrnujici $irSi soubor pacienti. U pacientli s AA amyloidézou by pak bylo mozné zpracovat
piehled primarnich zanétlivych onemocnéni, které jeji vznik podminuji. Pii vétsim poctu pacientti
by také bylo mozné dat do souvislosti néktera demograficka data.
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10 ZAVER

Zaveérem, ktery po vypracovani vsech dil¢ich prvkl DP vyplynul je, Ze bylo dosazeno
stanovenych cili. Vysledky maji navic pro screeningem zachycené pacienty redlny klinicky
vyznam, protoZe umoznily zahajeni odpovidajici terapie.
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12 SEZNAM ZKRATEK

Tabulka 20 Seznam pouzitych zkratek.

Zkratka Vyznam

AD Amyloidova depozita

AO Amyloidové oligomery
AP Amyloidovy protein

DP Diplomova prace

GIT Gastrointestinalni trakt
IF Imunofluorescence

IH Imunohistochemie

KC Kongo cerven

MS Hmotnostni spektrometrie
SA Systémova amyloid6za
SAA Sérovy amyloid A

SAP Sérovy amyloidovy protein
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13 APPENDIX I - SAA, SAP

SAA

Sérovy amyloid A (Serum amyloid A, SAA) je rodina apolipoproteinti asociovanych s HDL
frakci. [71] Pro SAA existuji ¢tyfi riizné geny lokalizované na chromozomu 11. [18] SAA je
primarné syntetizovan v jatrech v nékolika izoformach. Produkce je fizena prozanétlivymi
cytokiny. [9] [18] Biologicky polocas v krvi je pfiblizn€ 1 h. [71] Izoformy SAA1 a SAA2 jsou
jedny z hlavnich reaktantli akutni faze, pticemz jejich koncentrace v krvi mize béhem 24 h
stoupnout az tisicindsobné. [18] [71] SAA je proteinovym prekurzorem pro amyloidovy protein
A (AA amyloid). [9] [71]

Piesna funkce SAA neni zcela znama, ale predpoklada se, Ze plsobi jako chemotaxin a Ze
hraje ulohu pti metabolizmu lipidi. Tuto teorii podporuje i fakt, Ze depozita AA amyloidu jsou
nejprve lokalizovana v organech, podilejicich se na metabolismu lipidd a cholesterolu (jatra,
ledviny a slezina). [9]

Normalni SAA je syntetizovan jako protein o délce 104 aminokyselin a posléze je kompletné
degradovan monocyto-makrofagovym systémem. U pacienti s AA amyloidozou dochazi
k poruse degradacniho procesu a z SAA proteinu je na jeho C-termindlnim konci pouze odstépena
mala ¢ast (amyloidovy protein v depozitech ma délku 66-76 aminokyselin), umoznujici zbytku
molekuly nabyt charakteristickou konformaci B-skladaného listu. Tyto fragmenty nasledné
polymerizuji a po vazb¢ s dalsimi komponentami vytvari extracelularni AA amyloidova depozita.

(9]

SAP

Sérovy amyloidovy protein (Serum amyloid P-component, SAP) je reaktant akutni faze
z rodiny petaxint. Jeho syntéza probiha vyhradné v hepatocytech a v krvi koluje s biologickym
poloc¢asem 24 h. Jeho primarni struktura vykazuje znaénou podobnost s C-reaktivnim proteinem.
V krvi je pfitomen v podobé& na Ca*" iontech zavislého pentameru. VéaZe se na material buné¢ného
jadra a zda se, ze hraje roli pfi fagocytoze apoptotického materialu chromatinové povahy. [71]
SAP je soucasti v§ech druhlt amyloidovych depozit s vysokou vazebnou afinitou k amyloidovym
fibrilam. [18] Zda se, ze SAP puisobi jako stabiliza¢ni faktor branici amyloidova depozita pied
ucinky nékterych proteaz a fagocytarni aktivitu. [9] [18]
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14 APPENDIX II — HISTOLOGICKA BARVENI NA AMYLOID

Obrazek 12 KC dle Stokese. Vlevo klasickd svételna mikroskopie, vpravo
fluorescencni. Glomeruly a cévy s objemnymi AD. 200x.
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Obrazek 13 Thioflavin T dle Burnse (fluorescencni mikroskopie). Vlevo AD
v glomerulech a cévach kiry ledviny. Vpravo depozita v cévach tunica submucosa
ve sténé zaludku. 200x.
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Obrizek 14 Sirius red dle Steinera. Vlevo depozita v intersticiu myokardu. 400x.
Vpravo objemna depozita v glomerulech a cévach kiry ledviny. 200x.
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Obriazek 16 KC dle Stokese. Vpravo AD v cévéch tunica submucosa. Tlusté stievo.
100x. Vpravo AD v cévéch tunica submucosa. Tenké sttevo. 400x.
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