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Diagnostika amyloidozy

+

<+ Amyloiddza = heterogenni skupina onemocneéni
Charakterizovana extracelularni akumulaci
nerozpustnych nizkomolekularnich proteinu se
sekundarni strukturou B-skladany list — poskozeni tkani,
organu — progresivni onemocneni, koncici smrti
Zpusobena ruznymi proteiny (>25 + ruzné varianty)
Systémova nebo organove specificka
Ziskana nebo vrozena

> Presna typizace a Casha diandza je kliCova pro IéCbu,
protoze ruzné formy vyzaduji ruzne IéCebné postupy

> RozliSeni jednotlivych typd nemoci pouze na zakladé
klinickych projevu je obtizne
Loo D. J Biomed Bitechnol. 2011; Bhat A Clinic Rev Allerg Immunol. 2010;38:97
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Diagnostika
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Diagnostika

1) Detekce p Fitomnosti amyloidu

Barveni konzskou cerveni:
cerveno-zeleny dichroismus
a dvojlom v polarizovanem sv  étle

> Kostni dren

» Podkozni tuk (zachyt cca 90%) — je-li negativni — labialni
slinné zlazy (zachyt cca 50%) — je-li negativni — organova
biopsie

= Doporuceni: fez 10 mikrond, silny zdroj svétla (pouzit polarizaéni nebo
fluorescencni filtry)

Nebo méné specifické metody barveni:
thioflavin T, S
nebo elektronova mikroskopie

Immunoelektronova mikroskopie
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2) Immunohistochemie

Standardné pouzivana metoda — rychla, levna,
u nékterych typu amyloidu spolehliva

v Pro detekci serum amyloid P component (SAP)

Limitace:

NizSi senzitivita a specificita — nemusi zachytit Casné faze nemoci

Vysokeé nespecifické pozadi u formalinem-fixovanych parafinovych
fezu

Neucinné Ab pri detekci aberantnich amyloidogennich proteinu
» Genetické mutace mohou zpusobit ztratu epitopu

» Ab jsou prevazné produkovany proti konstantni ¢asti fetézce =
nebudou detekovat AL proteiny exprimujici jen variabilni ¢asti

» Pouze omezeny panel Ab pro detekci hereditarnich typu
amyloidoz

Loo D. J Biomed Bitechnol. 2011. Chee Ch. E. Clin Lymph Myeloma & Leukemia 2010;

wnsy,  10(3):177. Picken M.M. Arch Pathol Lab Med 2010; 134:545.
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Soucasna doporu ceni pro diagnostiku:

Barveni konzskou ¢€erveni — nezbytny zlaty standard
pro casnou detekci amyloidu. Musi byt provadéno pod
polarizovanym svétlem.

Uréeni amyloidozy musi byt zalozeno na typizaci
amyloidu v depositech, nelze spolehat pouze na klinicke
priznaky Ci urCeni pouze z analyzy DNA.

Immunohistochemie musi byt provadéna a
Interpretovana s opatrnosti. Nejednoznacne vysledky
musi byt dale potvrzeny pomoci sofistikovangjsi metody.

— odbér dostateCného mnozstvi biol. materialu
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Vyu ziti proteomickych metod v diagnostiku
‘|‘ amyloid ozy

Proteomika = analyticky nastroj pro detekci kompletniho proteomu.

Nastup modernich technologii proteomiky spolecné s dokonéenim
genomovych databazi = proteomika by mohla slouzit jako nastroj

pro jednoznacnou identifikaci amyloidu.

Pred analyzou je tfeba:
Zvolit druh odbéru vzorku a jeho pfiprava pro MS analyzu
Zvolit typ MS analyzy a zpusob vyhodnoceni

Referencni metodu, pomoci niz si ovéfime spravnost
metodiky

Babak Myeloma Group
Dept. of Pathological Physiology

Faculty of Medicine, Masaryk University




Vybeér druhu vzorku a jeho p Fiprava

Zalezi na typu nemoci, zda je systémova Ci pouze lokalizovana

B Preference: mikrodisekce loziska pozitivniho na Congo Red
barveni

- komplikace — nutné odstranit parafin a ,odfixovat* vzorek
- existuji protokoly pro tento zpusob pfipravy vzorku

Podkozni tukova tkan — dostupna, nekomplikovany odbér

- vhodné jen pokud predpokladame systemove onemocnéni

- mikrodisekce loziska pozitivhiho na Congo Red barveni
nebo je tfeba vyextrahovat protein z tukove tkané

Sérum — bylo by velice atraktivni, ale zatim neexistuje
metoda pouze pro separaci amyloidnich fibril ze séra

(jak je odlisit od béznych plazmatickych proteinu)

- pripadalo by v tvahu u AL amyloidozy — imunoprecipitacni
extrakce FLC
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Priprava vzorku tukov é tkane pred
—+ analyzou

Odbér: Aspirat tukove tkané + zdrava kontrola — pro
spravné pocatecni nastaveni metodiky

2X promyt izotonickym fyz. ® — mechanicka
homogenizace v lyzacnim ® (7M urea, 2M thiourea,
4% CHAPS, 65mM DTT) — 4x sonikace — 18 h dialyza
proti 50nM NH,HCO,

Zmerit proteiny — digesce trypsinem — tandemova

chromatografie (1. kation vyménna, 2. RP kapilarni LC)
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Scheéema uspo radani proteomick e analyzy
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1. krok = separace:
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2. krok = hmotnostni spektrometrie:
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3. krok = vyhodnoceni v databazi:
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1 Casovy harmonogram

1. Duben 2012 — nastavit odbéry s klinikou a patologii —
nejlépe jiz diagnostikovanych pacientu (kvuli ovéreni
spravnosti metody) + nastavit referencni metodu

Duben/kvéten — zoptimalizovat metody pripravy vzorku
— ESI MS/MS analyza je rutinné pouzivana, tam
nepredpokladame problém
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+ Perspektiva navazuj iciho vyzkumu

V soucCasné dobé se vyzkum v oblasti amyloidozy ubira nékolika
smery:
Nove diagnostické techniky — Casna a presna diagnostika
Vyzkum mechanismu tvorby amyloidogennich fibril —
pochopeni molekularnich mechanismu a nasledny vyvoj
cilené lechy
Sledovani mutaci, které maji za nasledek agregaci proteinu -
genomika

m LécCba, cilena lecby, genova terapie

Pomoci proteomiky lze napf.:

s Sledovat strukturalni modifikace izolovanych
amyloidogennich proteinu:sekvence AK v izolovanych
amyloidech, lokalizace —S-S — mustku, postranslacni
modifikace
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Déekuji za pozornost
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