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1. Uvod

Amyloidézy jsou onemocnéni spojena s ukladanim
normalné rozpustnych proteintt v podobé nerozpustnych
amyloidd. Tyto amyloidy se ukladaji v riznych organech
a tkanich a zplsobuji jejich dysfunkci, ¢imz predstavuji
velkou hrozbou pro lidské zdravi'?. Termin ,,amyloid* byl
poprvé pouzit v botanice v roce 1838 Matthiasem Schlei-
denem pro popis rostlinného skrobu, a az poté v roce 1854
Rudolf Virchow tento pojem pouzil pro abnormalni mak-
roskopicka loziska amyloidéz, i kdyz uz byly znamé pod
ruznymi jmény od poloviny sedmnactého stoleti. Virchow
pomoci vodného roztoku jodu a kyseliny sirové dosel
k zaveéru, ze latka, kterd je zdkladem abnormalnich lozisek,
byla celulosa. Hypotéza celulosového charakteru amyloidu
netrvala dlouho. V roce 1859 Friedreich a Kekule prokaza-
li pfitomnost proteinu a nepfitomnost sacharidd
v amyloidu, coz bylo zaloZeno na vysokém obsahu dusi-
ku®?. Bennhold zavedl barveni kongo &erveni v roce 1922
pro identifikaci amyloidii ve tkanovych vzorcich®. V roce
1927 Divry a Florkin popsal charakteristicky zeleny dvoj-
lom, kdyz byl amyloid obarveny kongo cerveni pozorovan
v polarizovaném svétle*. V roce 1959 Cohen a Calkins
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detegovali fibrilarni povahu amyloidu pii pozorovani pod
elektronovym mikroskopem®. Povaha amyloidu a proteint
se v pribéhu let skladala jako puzzle.

Ne vsechny amyloidy jsou vSak skodlivé. Existuji tzv.
funkéni amyloidy uréitych proteind, které se vyuzivaji
napft. u savci pro tvorbu melaninu’, u bakterii Escherichia
coli k tvorbé biofilmu® apod. Vysoka stabilita, organizova-
nost a nanometrické rozméry amyloidi z nich délaji vyni-
kajici kandidaty pro vyrobu nanomateriald (napf. draty,
gely, scaffoldy, tekuté krystaly atd.) za pomoci strategie
,botom-up*’. Vyuziti amyloidovych fibril jako novych
biomateriald nebo nalezeni 1éku na amyloidézy vyzaduje
lepsi pochopeni nejen molekularnich mechanismt skladani
amyloidd, ale i fady dalSich faktorti spojenych s tvorbou
amyloida'.

Kazda depozice proteinu, at’ uz fibrilarni nebo nefibri-
larni, se vyznaCuje specifickym proteinem, ktery tvoii
hlavni slozku patologického lozZiska. V pripadé amyloid6z
u Cloveéka je popsano 27 extracelularnich proteind, které
mohou tvofit amyloid, v nichz je dany protein spojen se
specifickym onemocnénim®’. Souasna nomenklatura
amyloidd je zaloZena na chemické struktuie fibrilarniho
proteinu, ktery za¢ind pismenem A (amyloid) a k nému je
pfipojena pfipona, ktera je zkracenou formou prekurzoro-
vého proteinu, napt. amyloid odvozen od lehkych fetézca
imunoglobulinu je oznacen jako AL a nemoc je AL amy-
loidoza™'®. Amyloidy proteinii popsané u lidi jsou vypsany
v tab. L.

Nekteré amyloidézy mohou byt systémové (tykajici
se nékolika organu ¢i tkani) nebo lokalizované (tykajici se
pouze jednoho organu nebo tkan¢). Systémové formy
amyloidoz mohou byt primarni, jedna se o formy sporadic-
ké nebo ziskané (pt. AL amyloidoza). Dale mohou byt
systémové formy amyloidoz sekundarni, tedy ty, které
vznikly na zaklad¢ dal§iho onemocnéni (pt. AA amyloido-
za), nebo dédi¢né (pf. ATTR amyloiddza). Lokalizované
formy amyloid6z mohou byt také sporadické nebo ziskané
(pf. AL amyloidéza mocovych cest a Alzheimerova choro-
ba), sekundarni (napt. infekéni Creutzfeldt-Jakobova ne-
moc), nebo dédi¢né (pf. mnoho dystrofii rohovky, dédi¢na
Alzheimerova choroba)®.

2. Amyloid

Vsechny amyloidy maji spole¢nych nékolik fyzikalné-
chemickych vlastnosti: fibrilarni morfologie, pfevazuje
sekundarni struktura B-skladany list (,,p-sheet), dvojlom
po obarveni barvivem kongo Cerven, nerozpustnost v béz-
nych rozpoustédlech a detergentech a odolnost proti prote-
asam. Sekvence aminokyselin a struktura proteinl spoje-
nych s amyloidézou je vysoce variabilni''. Nékteré amy-
loidogenni proteiny ve svych rozpustnych stavech vytvari
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Tabulka I
Lidské amyloidy a jejich proteinové prekurzory’
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Amyloid Prekurzorovy protein Systémové (S) nebo Syndrom nebo zacastnéné tkané
lokalizované (L)

AL imunoglobulinové lehké fetézce S,L
AH imunoglobulinové t€zké fetézce S,L
ABM B>-mikroglobulin S
L
ATTR transthyretin S
L
AA sérovy amyloid A S
AApoAl apolipoprotein Al S
L
AApoAIl apolipoprotein All S
AApoAIV apolipoprotein AIV S
AGel gelsolin S
ALys lysozym S
AFib fibrinogen a-fetézce S
ACys cystatin C S
ABri ABriPP S
ALect2 leukocytarni chemotakticky S
faktor 2
ADan ADanPP L
Ap amyloidovy prekurzorovy protein L
(APP)
APrP prionovy protein L
ACal pokalcitonin L
AIAPP amylin (amyloidovy polypeptid Lan- L
gerhansovych ostravkii)
AANF atrialni natriureticky faktor L
APro prolaktin L
Alns insulin L
AMed laktadherin L
AKer kerato-epitelin L
Alac laktoferin L
AOQaap ODAM (odontogenic ameloblast- L
associated protein)
ASeml semonogelin I L

primarni

spojend s myelomem
primarni

spojend s myelomem
spojena s hemodialyzou
klouby

dédicéné

senilni systémova
tendosynovitida
sekundarni, reaktivni
dédicné

aorta, meniskus

dédicéné

sporadicka, spojené se starnutim
dédicné (finské)

dédicéné

dédicné

dédicné

familiarni demence, britské

hlavné ledviny

familidrni demence, danské

Alzheimerova choroba, starnuti

spongiformni encefalopatie
tumory C bun¢k §titné Z14zy
Langerhansovy ostrivky
inzulinom

srdce

starnuti hypofyzy
prolaktinom

iatrogenni poskozeni

aorta (hl. média)

rohovka, dédi¢né

rohovka

odogenni nadory

semenné vacky

globularni strukturu (pf. transthyretin TTR). Ukézalo se,
ze tyto proteiny musi byt ¢asteéné rozvinuty, aby doslo
k vytvareni fibril. V téchto pfipadech vétSina amyloido-
gennich mutaci destabilizuje globularni strukturu, ¢imz se
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zvysi koncentrace v ustaleném stavu castecné slozenych
globularnich proteint a podpofi se tvorba fibril.
U proteinti, které nejsou amyloidogenni in vivo, se ukaza-
lo, ze je lze pfimét k tvorbé fibril, pokud je protein vysta-
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ven Castecnym denatura¢nim podminkdm, které napodobi
ucinek destabilizujici mutace. To naznaCuje tomu, Ze
schopnost vytvéfet fibrily je obecnou vlastnosti, kterou
sdili mnoho proteinli a projevi se pouze pii podminkach
¢astecné denaturace. Na rozdil od globularnich proteinii se
mnoho amyloidogennich proteind v jejich nativnim roz-
pustném stavu vyskytuje ve formé nahodného klubka
(napt. APP). Tyto proteiny mohou zaujmout metastabilni
konformaci, ve které musi byt optimalni obsah a-helixu,
aby se upfednostnil pfechod od néhodného klubka do
struktury B-skladaného listu v pribéhu fibrilace'”.

Jak bylo napsano vyse, amyloidy maji fibrilarni struk-
turu. Tyto fibrily s proménlivou délkou jsou rigidni a ne-
vétvené a jejich pramér je 7-12 nm (cit.>"?). Amyloidni
fibrily jsou sloZzeny nejméné ze dvou vlaknitych podjetno-
tek tzv. protofilament, které se sta¢i podél osy fibrily".
Protofilamenty maji primér 2,5-3,5nm a skladaji se
z n€kolika antiparalelnich B-skladanych listi, které se
zvolna staci podél osy protofilamentu a vytvareji spiralo-
vou strukturu®'*. Zakladni jednotkou B-skladaného listu je
tzv. B-fetézec (,,p-strand*), ktery je usekem polypeptidové-
ho fetézce a je kolmy k ose protofilamentu'®. Této struktu-
fe se fika ,,cross-B“15 .

Tvorba amyloidu obvykle zahrnuje kombinaci n€koli-
ka faktord, jako jsou zvySena a dlouhodoba distribuce pro-
teinu a/nebo ndchylnost proteinu tvofit strukturu
B-skladaného listu, coz mize byt zptisobeno mutaci i dena-
turujiciho prostfedi nebo muze byt tato vlastnost ziskana
b&hem proteolytického $té&peni'’. Amyloidogenni proté&jsky
proteinli jsou syntetizovany a sekretovany jako nativni
proteiny, ale systém intracelularni kontroly je za normal-
nich okolnosti schopen je rozpoznat a odstranit. Vné€ bufi-
ky dojde nakonec k rovnovaznému stavu mezi zcela sloze-
nymi a Castecné sloZzenymi (amyloidogennimi) formami
proteinti. Fluktuace koncentraci obou forem je vysoka.
Existuje fada faktort(i, které mohou posunout rovnovahu
smérem k Casteéné slozenym staviim, napf. nizké pH, oxi-
dace, zvyseni teploty nebo ionty kovi'®. K tvorb& amyloi-
du dochazi obecné diky oligomeraci jader, které zaroven
tvorbu amyloidu i urychluji. Po nukleaci dochazi k rychlé-
mu ristu fibril. Nékteré pripady tvorby amyloidnich fibril
mohou vyzadovat proteolyzu, pti které dojde k uvolnéni
amyloidogenniho proteinu. V tomto piipadé jde o tzv.
fragmenty prekurzorového proteinu (fibrilogenni peptid).
Obvykle je citlivost proteolytického prekurzoru k vytvare-
ni fragmentl pro amyloidni fibrily zplisobena mutaci, tato
mutace je nezbytna pro §tépeni proteinu in vivo'>.

Pro studium procesu fibrilace se obvykle pro zjedno-
duseni pouziva kratkych peptidd, jelikoz se jedna o velice
slozity proces. Ukazalo se, ze i relativné kratké peptidy,
které jsou urCitymi fragmenty uréitého prekurzorového
proteinu, maji schopnost vytvaret typické amyloidni fibri-
ly. Mala velikost peptidd snizila slozitost tvorby amyloidu
a zaroven umoznila ziskat fyzikalné-chemicky pohled na
mechanismus tvorby fibril. Typickym spolecnym rysem
kratkych peptidt, které mohou tvofit amyloidni fibrily, je
vysoky vyskyt aromatickych aminokyselinovych zbytka'’.
Vyznam aromatickych kruhti pfi vytvareni amyloidu byla
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prokézana u mnoha peptidd. Navic jsou tyto interakce
dulezit¢é v mnoha oblastech strukturalni biologie, v¢etné
vytvareni hydrofobnich jader proteinii davajici stabilitu
terciarni struktuie, ,host-guest interakce, porfyrinové
agregace v roztoku a stabilizace DNA bazi'®. Navrhovana
role aromatickych interakci pfi tvorbé fibril souvisi se
zjisténim, Zze struktura amyloidnich fibril se podoba
B-helikalni struktuie, kde je jeden nebo vice B-skladanych
listd stoenych Sroubovitym zpisobem kolem jadra'®. Jed-
nou z hlavnich vlastnosti B-helixu je vrstveni podobnych
rezidui na plochy B-skladany list.

Dalsi vyznamné interakce v agregaci a stabilizaci
amyloidnich fibril jsou hydrofobni®’. Substituce aminoky-
seliny v sekvenci, ktera hraje kli¢ovou roli v chovani celé
sekvence, muze snizit (nebo zvysit) sklon k agregaci pfi
snizeni (nebo zvyseni) hydrofobicity®*'. Existuji diikazy,
ze proteinové sekvence se vyvinuly, aby se pfedeslo shlu-
kim hydrofobnich zbytkt (napf. skupiny tii nebo vice po
sobé nasledujicich hydrofobnich zbytkii jsou méné Casté
v proteinovych sekvencich®'). Dalsi vliv na agregaci
a stabilizaci maji elektrostatické interakce®. V piipadech,
kdy je protein vysoce nabity, je agregace proteinli energe-
ticky nepfiznivd. Pokud maji proteiny kladn¢ a zaporné
nabité skupiny na povrchu, miize to vést k agregaci***.

Kromé¢ prekurzorového proteinu byl v amyloidech
ruznych amyloid6éz nalezen sérovy amyloidovy protein
(SAP), glykosaminoglykany (hlavné heparansulfat) a apo-
lipoprotein E (cit.>'®). SAP je pentamerni globularni gly-
koprotein, ktery se vaze reverzibilné do amyloidnich fibril
v zavislosti na koncentraci Ca>* a je univerzalni slozkou
amyloidi. SAP tvori od 12 % do 20 % suSiny amyloidu.
SAP je normalni protein plazmy, ktery je spolu s C-
reaktivnim proteinem produkovan v jatrech. SAP je klico-
va komponenta vrozené imunity a zanétu a muze také vy-
tvafet amyloidni fibrily, ¢imZ zpisobi sekundarni amy-
loidézu vzniklou po zéanétu. Nefibrilarni forma SAP se
velmi ochotné pfidruzuje k amyloidnim fibrildm. Role
SAP v amyloidu neni zcela znama, ale zda se, Ze ma zabranit
degradaci amyloidnich fibril proteolytickymi enzymy.

U glykosaminoglykand bylo prokazano, Ze podporuji
agregaci amyloidogennich proteinti. Pfesny mechanismus
interakce je nejasny, ale podle jedné z teorii glykosamino-
glykany jako polyanionty hraji dilezitou roli v katalyze
agregace proteinu a ve stabilizaci amyloidovych fibril.
Tato teorie je podpofena faktem, Ze jiné polyanionty (napf.
ATP, heparin) jsou také schopny podporovat agregaci
amyloidovych fibril. I kdyZ pfesnd role a vzdjemné puso-
beni téchto slozek nejsou dobie znamé, je pozoruhodné, zZe
in vitro muze byt amyloid vytvofen bez pomoci glykopro-
teind a glykosaminoglykant, coz pfispiva k nejasné roli v
patogenezi amyloidu’. Podobna situace je i u apolipopro-
teinu E, u kter¢ho také neni zcela zndmd jeho role
v patogenezi amyloidu®.

Amyloidy maji cytotoxické ucinky, kterymi jsou
napf. indukované selhani autofagie, zvySeni tirovné reak-
tivnich forem kysliku (ROS), mitochondrialni dysfunkce,
prichodnost bunééné membrany, dyshomeostase vapniku,
nebo ztrata funkce proteinu po agregaciB‘M.
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3. Klinicky pouZivané terapie
3.1. Systémové amyloidozy

Lécba amyloidozy zavisi na typu, distribuci a biolo-
gickych efektech lozisek amyloidt®. Progndza systémové
amyloiddzy je Casto infaustni, ale nedavné pokroky znacné
zvysily median preziti. V soucasné dobé¢ je 1écba ve vétsi-
né piipadli zaméfena na snizeni dodavani prekurzorového
proteinu a zaroven na podporu nebo vyménu funkce orga-
nu. Za priznivych okolnosti to vede k regresi existujicich
amyloidovych depozit, zachovdni nebo obnové€ funkce
postizenych organd a delsimu preZiti pacientd®®. Dulezité
také je, aby byla amyloidéza diagnostikovana vcas a 1écba
byla zahajena co nejdiive, aby brzy doslo ke stabilizaci
onemocnéni a zabrénilo se pokradujici progresi’.

3.1.1. AL amyloiddza

AL amyloidéza je nejcastéjSim typem systémové
amyloidozy diagnostikované v rozvinutém svété. HlaSeny
vyskyt 5-12 ptipadii na milion ro¢n¢ je velmi pravdépo-
dobné podhodnoceny, protoze post mortem idaje nazna-
¢uji, Ze je to pricina smrti ~1 z 1500 lidi ve Velké Britanii.
Vyhlidky pro neléCenou AL amyloidézou jsou Spatné
s medidnem preziti pouze 6—15 mésici a desetiletd mira
preziti je méné nez 5 %. Onemocnéni mlze byt spojeno
s jakoukoli poruchou monoklonalnich B-lymfocytd. Sou-
Casna lécba si klade za cil potlacit proliferaci klont
B-lymfocyti a tedy i produkci amyloidogenniho proteinu
pomoci chemoterapie plivodné vyvinuté pro nadorova
onemocnéni. Existuji vSak vedlejsi faktory ovliviujici
efektivitu 1éby'’: (1) Chemoterapeutické rezimy jsou
zalozeny na téch, které se pouzivaji u mnohocetného mye-
lomu, ale dyskrazie plazmatickych bunék u vétSiny pacien-
ta s AL amyloidozou jsou relativné nizkého stupné a mo-
hou byt mén& chemosenzitivni*>?°. (2) Diagnoza je obtiz-
na, Casto zjisténa pozde, kdy uz mnoho pacientd ma nemoc
v pokrocilém stadiu, které omezuje pouziti chemoterapie,
jelikoz dochazi k poskozeni imunity kvili nizké hladiné
protilatek. (3) Regrese amyloidu je postupny proces, ktery
nevede k méfitelnému klinickému piinosu po dobu mnoha
mésict nebo dokonce let, pokud dojde k spé€snému potla-
&eni bun&éné dyskrazie®.

Vybér 1éEby je obtizny. V poloving 90. let se ukazalo,
ze malé davky melfalanu a prednisonu podavanych Ustné
vedou k malému zlepSeni a median preziti vzroste ze 7-8
mésict na 12-18 mésici’®. Vysoké davky melfalanu poda-
vaného intraven6zné s transplantaci autolognich kmeno-
vych bun€k je Siroce pouzivano klécbeé systémové
AL amyloidézy, zejména ve  Spojenych statech
s medianem pieziti 4,6 let. Bohuzel, tato forma lécby je
doprovazena vysokou umrtnosti souvisejici s 1écbou 12 az
13 % ve zkuSebnich centrech. V multicentralnich sériich je
popsana umrtnost dokonce 2543 % (cit.'®). Zjisténé rizi-
kové faktory pro Umrtnost souvisejici s 1é¢bou zahrnuji
zapojeni vice organd, celkovy Spatny stav pacienta a po-
kro¢ily v&k***’. Peglivym vybérem pacientii, zalozenym
také na zakladé hodnoceni srde¢ni dysfunkce, vyrazné
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snizilo Gmrtnost v souvislosti s 1é¢bou®’. Jiné piistupy
v 1écbé AL amyloidozy jsou zaloZeny na vysokych dav-
kach na bazi dexamethasonu v kombinaci s melfalanem,
cyklofosfamid-thalidomidem a thalidomidem®’. V sougas-
né dobé neexistuje zadny zpusob, jak urcit, jak budou kon-
krétni jednotlivci snaset 1écbu. Prekurzorovy protein muze
byt nyni sledovana u vice nez 90 % pacientli a chemotera-
pie muze byt odpovidajicim zplisobem pfizplisobena.
Trvalé snizeni sérové koncentrace volnych monoklonal-
nich lehkych fetézct snizuje ukladani amyloidu a potlaceni
o vice nez 50 % a je spojeno se zvysenou dobou preziti*.

Diskutabilni 1écbou je transplantace organu v piipadé
AL amyloidézy vzhledem multisystémové povaze této
nemoci a riziku recidivy transplantovaného $tépu. Trans-
plz;gtace organt se proto u AL amyloidozy provadi ziid-
ka™.

3.1.2. AA amyloidoza

Reaktivni systémova AA amyloidéza je moznou
komplikaci jinych onemocnéni, které vedou ke vzniku
trvalé odpovédi akutni faze. Takové spoustéce jsou napf.
chronicka zanétliva, infekéni nebo nadorova onemocnéni,
jako jsou revmatoidni artritida, tuberkul6za, HIV/AIDS,
cysticka fibroza, Crohnova nemoc apod. Biopsie
post mortem naznacuji, ze prevalence AA amyloidu u pa-
cientli s chronickym zanétlivym onemocnénim je 3,6 az
5,8 %. AA amyloidni fibrily jsou odvozeny z fragmentl
cirkulyjiciho reaktantu akutni faze sérového amyloidu A
(SAA). Prestoze AA amyloidéza se miiZe rozvinout rych-
le, median latence mezi pfitomnosti chronického zanétlivé-
ho onemocnéni a klinicky vyznamnou amyloidézou je
témet dvacet let. AA amyloidéza se obvykle projevuje
proteinurii, néasledovanou progresivni renalni dysfunkci
Casto doprovazenou nefrotickym syndromem. Jaterni po-
stizeni a autonomni neuropatie se obvykle vyskytuje
v pokrocilejsi fazi nemoci. Prognéza AA amyloidozy zavi-
si na mife poruchy funkce ledvin a jde-li ptedchézejici
zanétlivé onemocnéni potlagit’. Létba AA amyloidozy
zacina kontrolou zanétlivého stavu, coz neni vzdy snadné,
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maji ur€itou ucinnost. Pozitivnich vysledkt bylo dosazeno
podavani chlorambucilu u pacienti s juvenilni revmatoidni
artritidou. Azathioprin se zase ¢asto pouziva ke zpomaleni
onemocnéni u dospé€lych pacientd srevmatoidni artriti-
dou”. Metotrexat' a zejména nové biologické 1éky
(pf. anakinra®, tocilizumab®) zacilené na cytokinové medi-
atory zanétu (napt. TNF a IL-1), siln¢ potlacuji reakce
akutni faze u mnoha pacienti napf. s revmatoidni artriti-
dou a Crohnovou nemoci. Lécba kolchicinem je povinna u
familiarni  sttedomotské horeCky, aby se zabranilo
AA amyloidoze. Excise lymfatické tkané produkujici IL-6
u Castlemanovy nemoci, kterou komplikuje AA amyloido-
za, vede ke zmirnéni ptiznakd a usnadiuje regresi amyloi-
du®®. Pro 1é¢bu onemocnéni ledvin u AA amyloidozy se
pouziva eprodisat sodny. Jedna se o 1,3-propandisulfonat
sodny (viz obr. 1), ktery ma strukturu podobnou hepa-
ransulfatu. Eprodisat se kompetitivné vaze na vazebna
mista pro glykosaminoglykany na SAA a inhibuje tvorbu
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Obr. 1. Chemicka struktura eprodisatu sodného

fibril a ukladani amyloidu®®.

Snizi-li se dodavani SAA po delsi dobu, loziska AA
amyloidl Casto ustoupi a renalni funkce se miizou zlepsit
a doba preziti je dlouhodoba. V ptipadé, ze odpoveéd akut-
ni faze stdle pokracuje, postupné ukladani amyloidii ma
Casto za nasledek selhanim ledvin. U jedinct s pokro¢ilym
onemocnénim ledvin nemusi byt dostate¢né dokonce
i kompletni potlaceni jejich zanétlivého onemocnéni, aby
se zachovala funkce jejich ledvin, a ve vSech ptipadech je
poskozeni ledvin urychleno hypertenzi®®.

3.1.3. Dedicné amyloidozy

Dédic¢né systemické amyloidézy jsou autosomalné
dominantni onemocnéni, ve kterych jsou amyloidni fibrily
odvozené od genetickych variant napf. transthyretinu
(TTR), apolipoproteinu Al, All, lysosymu, gelsolinu nebo
fibrinogenu. V piipadech, kdy je varianta amyloidogenni-
ho proteinu pouze nebo pievazné syntetizovana v jatrech,
muze byt efektivni 1écbou transplantace jater. Tato forma
»genové chirurgické terapie”, byla uspé€Sné pouzita
umnoha pacientli s dédi¢nou amyloidni polyneuropatii
(FAP), ktera je spojena s genetickou variantou TTR, a také
se ukazala ucinna u pacientii s AFib a AApoAl amyloido-
zou’®, Jatra explantované od pacienti s FAP obsahuji pou-
ze mikroskopické amyloidni loziska v cévach anervech
ajinak se onemocnéni neucastni’'. Takova jatra nabizi
moznost opétovného pouziti pro tzv. domino transplantaci
pro pacienty schorobami jater v konecném stadiu, pro
které zdrava jatra nebyla k dispozici®®. Avsak existuji pii-
pady, kdy doslo po né¢kolika letech k vyvoji systematické
FAP. I kdyz darci jater s FAP zlstadvaji cennym zdrojem,
tato data ukazuji, Ze je potieba pfisného dlouhodobého
sledovani piijemci’.

HaC. /

HsC
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3.2. Lokalizované formy amyloidozy

U lozisek amyloidu, ktera se vyskytuji v izolovanych
oblastech (napi. moCovy méchyt nebo dychaci cesty), mu-
ze zpomalit postup tohoto onemocnéni radioterapie. Dalsi
moznou lécbou je chirurgické odstranéni loZisek.
V piipadé lokalniho zpisobu terapie je kontrola nemoci
uspesna a je neobvyklé, aby pacient zemiel na amyloido-
zu™'. Problém nastava, kdyz jsou amyloidni loZiska sou-
sttedéna v centralni nervové soustaveé (CNS), v téchto pii-
padech neni efektivni 1é¢ba. Jedna z nejbéznéjsich forem
amyloidéz postihujici CNS je Alzheimerova choroba®.

3.2.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejéastéjsi pri¢inou
demence. Podle Svétové zdravotnické organizace
37 miliont lidi na celém svété v soucasné dobé trpi de-
menci a Alzheimerova choroba postihuje asi 18 milionQ
z nich. Vys$§i vék je nejveétsi rizikovy faktor pro AD. Jeji
prevalence se priblizné zdvojnasobuje kazdych pét let po
dosazeni 60 let (cit.*®). Soudasna 1é¢ba AD fesi symptomy
onemocnéni**, Snahy o snizeni produkce amyloidu p (Ap)
jsou v experimentalnim stadiu®™. V soucasné dob& existuji
dva druhy 1ékt schvalenych pro 1é¢bu symptomu: (1) Inhi-
bitory acetylcholinesterasy (IAChE) prodluzuji uc¢inek
acetylcholinu v synapsich tim, Ze brani jeho degradaci.
Tato strategie ma za nasledek zlepSeni kognitivnich funkcf,
nalady a chovani. (2) Antagonista N-methyl-D-asparagové
kyseliny (NMDA) memantin, u kterého se pfedpoklada, ze
pomaha regulovat hladinu neurotransmiteru glutamatu,
ktery je nezbytny napf. pro pamét™.

TAChE jsou prvni linii prostfedkti pouzitych pro 1écbu
a nasazeni téchto inhibitori je doporuceno okamzité po
uréeni diagnézy AD. IAChE jsou urceny pro lehké az
stiedné t&zké formy AD*******7. Prvnim IAChE byl tacrin,
ktery byl schvalen vroce 1993, ale jednim z vedlejsich
¢inkd tohoto 1é&iva byla vyrazna hepatotoxicita™. Pouzi-
vanymi [AChE v soucasné dobé jsou donepezil, galanta-
min a rivastigmin (viz obr. 2).

Donepezil a galantamin inhibuji selektivné acetyl-
cholinesterasu. Galantamin navic jesté zlepSuje cholinerg-
ni pfenos tim, Ze pasobi jako ligand na nikotinovy acetyl-
cholinovy receptor, coz vede ke zvySeni presynaptického
uvolnovani acetylcholinu a postsynaptického pfenosu ner-
vovych vzruchll. Rivastigmin inhibuje kromé acetylcholi-

Obr. 2. Zleva chemicka struktura donepezilu, galantaminu a rivastigminu®
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nesterasy také butyrylcholinesterasu, ktera tvoii asi 10 %
z celkového mnozstvi cholinesteras v lidském mozku a je
spojena predeviim s gliemi®*. V prib&hu postupu AD se
aktivita acetylcholinesterasy snizuje, zatimco aktivita bu-
tyrylcholinesterasy se stabilizuje a dokonce zvySuje. Uka-
zuje se, ze butyrylcholinesterasa mize ptsobit jako vyrov-
navaci mechanismus pro metabolismus acetylcholinu®***.
I kdyz zminovany donepezil, galantamin a rivastigmin
patii do stejné skupiny 1€Civ, jejich farmakologie a farma-
kokinetika se od sebe 1isi. Donepezil je piperidinovy deri-
vat, ktery nekompetitivné a reverzibiln¢ inhibuje acetyl-
cholinesterasu. Jeho polocas eliminace je piiblizné 70 h,
a proto se podava jednou denné. Rivastigmin je pseudo-
ireverzibilni inhibitor acetylcholinesterasy a butyrylcholi-
nesterasy a je hydrolyzovan esterasami. Jeho kratsi polo-
Cas eliminace vyzaduje davkovani dvakrat denné. Galanta-
min je selektivné reverzibilni inhibitor acetylcholinestera-
sy a je pozitivnim modulatorem nikotinovych acetylcholi-
novych receptort. Jeho polocas eliminace je ptiblizné 5 h,
a proto jsou zapotiebi dvé davky denn&*. Ukazuje se, Ze
IAChE jsou obecné dobie snaseny, ale mohou se vyskyt-
nout nezadouci ucinky jako je nevolnost, zvraceni, nechu-
tenstvi a bradykardie™°.

Glutamét je hlavni excitatni neurotransmiter v CNS
ama ulohu v neurotransmisi. Glutamatové receptory se
déli na N-methyl-D-asparagové (NMDA), o-amino-3-
-hydroxy-5-methyl-4-isoxalonové (AMPA) a kainatové.
NMDA receptor ma slozitou strukturu s n€kolika vazebny-
mi misty pro NMDA a glutamat. Aktivace NMDA recep-
toru generuje dlouhotrvajici piiliv Ca** do neurontl, coz je
podstatou toho, aby doslo k zapojeni dlouhodobé potencia-
ce bunécného procesu, ktery je zdkladem uceni a paméti.
U patogeneze, ktera predstavuje nartst extracelularniho
glutamatu, se predpokladé, ze vede k nadmérné aktivaci
NMDA receptortt s naslednou intracelularni akumulaci
Ca®". Akumulace vapniku pak iniciuje kaskadu déja, které
maji za nasledek smrt neuronti. Memantin je adamantiovy
derivat (viz obr.3)*® a NMDA antagonista, ktery miize
chranit neurony pted glutamatem zprostiedkovanou exci-
totoxicitou, aniz by doslo k zabranéni fyziologické aktiva-
ce NMDA receptoru. Memantin je prvni schvaleny 1ék pro
1é¢bu stredné t&7ké az t&zké AD® a je obecn& dobie sna-
sen’®, znezadoucich G&inkd se objevuji zavraté, bolest
hlavy a nespa- vost®™7. Lék je
Casto pouzivan s NH, IAChE***®.

CHj

Obr. 3. Chemicka struktura memantinu*

4. Experimentalni terapie

Lepsi pochopeni mechanismi, které jsou zakladem
vytvareni a perzistence amyloidu, definovalo fadu novych
sméril pro 1é&ebné postupy amyloidoz™. Jednim z velice
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Obr. 4. Chemicka struktura BMS-708163

rizikovych faktorti pro rozvoj nemoci je zvySena koncen-
trace amyloidogenniho proteinu. Toto plati pro ptirozené
se vyskytujici proteiny, které se mohou abnormalné hro-
madit pfi patologickych stavech (napt. AP ve sporadickych
formach AD) a také abnormalni formy nativnich proteint
patologicky generovanych bud specifickymi enzymy
(napt. hyperfosforylované tau proteiny pifi tauopatii), nebo
v disledku mutaci kddovanych genti™".

Inhibice enzym §tépici prekurzorovy protein na frag-
menty proteinu piedstavuje jeden z terapeutickych pfistu-
pu prevence patologického hromadéni a agregace amyloi-
dogennich proteini. Ptikladem je AP, ktery vznika
z glykoproteinu APP postupnym plisobenim dvou enzymu
B-sekretasy (BACE-1) a y-sekretasy. Naopak od
a-sekretasa, ktera §tépi APP v AP oblasti a zabranuje tvor-
bé AP. Vtomto pripadé inhibice BACE-1, aktivace
a-sekretasy a inhibice y-sekretasy mohou byt pouzity jako
potencialni terapeutické pristupy k prevenci akumulace AP
(cit.**). Nicméné jejich tiplna inhibice miize vést k zavaz-
nym vedlej$im G¢inkdm, jelikoz maji dalsi substraty, které
jsou spojeny s bunéénymi procesy, proto je vhodnéjsi vy-
vazena inhibice. Pfikladem inhibitoru y-sekretasy je BMS-
708163 (viz obr. 4), ktery se dostal do faze klinickych
testir*”,

Dalsi slibnou strategii pro zablokovani agregace je
inhibice konformacniho ptechodu, ktery zahrnuje: 1) stabi-
lizaci nativni konformace proteinu (napt. indukce fyziolo-
gickych chaperontl), 2) zasahy do procesu pfechodu (napf.
inhibitory na bazi peptidii a malych molekul) a 3) inhibice
indukujici latky (napf. inhibice patologickych chaperono-
vych molekul)®. Ukolem chaperonii je zprostiedkovat
spravné sbaleni proteindi a usnadnit pfenos Spatné slozené-
ho proteinu do proteazomu k degradaci. Z tohoto divodu
molekularni aktivace chaperonu miize zvysit pfirozenou
schopnost buniky pfemoci poskozené nebo Spatné slozené
proteiny. Jako priklad I1ze uvést Hsp70 (heat shock protein
70), ktery je schopen interagovat s rozpustnymi
a-synukleinovymi monomery zamezenim jejich oligomeri-
zaci. Latka, ktera aktivuje odezvu na Hsp (pravdépodobné
Hsp70), je arimoclomol (viz obr.5) a vyrazné oddaluje
progresy onemocnéni amyotrofické lateralni sklerézy na
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Obr. 5. Chemicka struktura arimoclomolu®*

modelu mysi, a to iv pfipadé, Ze byla 1écba zahdjena po
néstupu piiznaki***!,

Stabilizace prekurzorovych proteintt mize byt dosa-
zena pomoci proteinti nebo malych molekul, které se va-
zou na prekurzorovy protein, inhibuji jeho nezadouci kon-
formaéni zmény a naslednou agregaci®'. Protein blokujici
urcity cilovy amyloidogenni protein se sklada z modifi-
kované zékladni sekvence cilového proteinu, ktera vykazu-
je vysokou afinitu pro cilovy protein a neni schopna orga-
nizace do B-skladaného listu®*. Teorie aromatickych inter-
akcei jako hnaci sily pro tvorbu amyloidu hraje roli ve vy-
voji malych molekul inhibitorti'”. Bylo prokazano, ze né-
které polyfenoly dokazi vyznamné inhibovat tvorbu fibri-
larnich sestav in vitro a jejich naslednou cytotoxicitu™*"2,
Polyfenoly, zejména pak fenolické kyseliny a flavonoidy,
rovnéz pusobi jako lapace volnych radikalti a prokazaly se
u nich prospésné ucinky pti chronickém a degenerativnim
onemocnéni. Ukazuje se, Ze fada polyfenolli inhibuje tvor-
bu amyloidt in vitro” (napf. apomorfin inhibuje AP
(cit.*”), kurkumin inhibuje TTR fibrilaci*’). Pro inhibici
mechanismu tvorby amyloidnich fibril malymi polyfeno-
lickymi molekulami jsou dva pfedpoklady: (1) Specificka
strukturalni konformace je nezbytna pro interakci
B-skladanych listd a stabilizaci komplexu s inhibitorem
proteinu. (2) Aromatické interakce mezi fenolickymi slou-
¢eninami v molekule inhibitoru a aromatickych zbytkl
(hlavné fenylalaninu) v sekvenci miZe nasmérovat inhibi-
tor na amyloidogenni jadra, ¢imz se usnadni interakce
a zabrani se nasledné tvorbé fibril*>. Jinou latkou, ktera ma
silny inhibi¢ni G¢inek konkrétné na agregaci AB40 pepti-
du, je aniontovy polyelektrolyt poly(4-styrensulfonat)*.

Dalsi strategie v oblasti 1écby je za pomoci inhibice
patologickych chaperonovych molekul. Termin patologic-
ké chaperony zavedli Wisniewski a Frangione pro popis
skupiny proteint, které aktivné podporuji konformacni
prechody specifickych proteintt pro uréité onemocnéni
a stabilizuji konformace, které jsou nachylné pro agregaci.
Prikladem patologického chaperonu pro Ap agregaci v AD
je E4 isoforma apolipoproteinu E. Navrhované strategie
v této oblasti jsou soustfedéna na vyvoj bud chaperono-
vych mimetik (slouceniny podobné chaperonovym mole-
kulam, které by se prednostné vazaly na agregujici peptid
a branily by jim reagovat s patologickymi chaperony),
nebo rozpustna netoxicka peptidova analoga (které napo-
dobuji nteragujici sekvenci, ale nejsou schopné se Spatn¢
slozit). Je dokéazano, ze kovy mohou pusobit jako
»patologické chaperony®, diky esencidlnim rolim téchto
kovi v mnoha biologickych procesech je vyzkum sméto-
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van spiSe na latky zeslabujici komplex kov-protein nez na
chelataéni ¢inidla™.

Jelikoz vSechny amyloidy sdili spolecné strukturni
motivy, jednou z dalSich novych strategii 1écby je moz-
nost, ze protilatky proti amyloidovym loziskim mohou
zvysit jejich degradaci. V minulosti se ukézalo, Ze vakci-
nace sebou nese vysoka rizika, ale i pfes vysoka rizika
zUstava imunoterapie zajimavou strategii a v soucasnosti
se zkoumaji jak pasivni, tak aktivni imunologické ptistupy.
Piikladem je protilitka MABTS5102A, také znadmda jako
anti-Ap, ktera byla pouzita pro aktivni imunizaci ke zvyse-
ni progresivniho §tépeni AP (cit.**).

Selhani proteolytickych systémii je spolecnym rysem
poruch agregace a ukazuje se, ze ma klicovou roli v pato-
genezi onemocnéni. Z tohoto didvodu urychleni
,»odklizeni® agregatu, posilenim hlavnich bunécnych cest
pro odstranovani mutantnich proteinti nebo podpora speci-
fickych aktivit proteasy, mize ptredstavovat dalsi pfistup
pro 1é¢bu onemocnéni. Jednou z moznosti tohoto sméru je
regulace ubiquitin-proteasomového systému (UPS) a auto-
fagie. Obecné plati, ze bunky odstranuji Spatné¢ slozené
cytosolické proteiny dvéma hlavnimi cestami: pomoci
UPS a autofagie. UPS je zodpovédny za degradaci kratce
zijicich Spatné slozenych nebo poskozenych rozpustnych
proteini a mize hrat vyraznou roli pfi odstralovani amy-
loidogennich proteintl. Autofagie je primarnim mechanis-
mem podilejici se na odbouravani stabilnich proteint
s dlouhou zivotnosti. Z terapeutického hlediskaje UPS
ide4lnim cilem pro odstranéni rozpustnych kratkych Spatné
slozenych proteint/peptidd, zatimco posileni autofagie
dava prednost odstranéni vétSich toxickych oligomernich
komplext.

5. Zavér

Amyloidézy jsou rizné nemoci ¢i patologické stavy,
pri kterych je koneénym vysledkem ptechodu normalné
rozpustnych proteindl v nerozpustny utvar zvany amyloid,
ktery ma fibrilarni strukturu. Kromé proteinu, u kterého
pfevazuje v amyloidech sekundérni struktura (-sklddany
list, osahuje dalsi komponenty, jako jsou glykosaminogly-
kany, SAP aapolipoproteiny. Amyloidy se ukladaji
v tkénich a naruiuji jejich funkei'®.

Lécba se 1iSi v zavislosti na typu amyloidozy. Vaz-
nym typem amyloidoz jsou systémové, jelikoz problémem
soucasné lécby je, ze pouze prodluzuje pacientllv Zivot,
a 1 kdyz se median preziti zvysil, Casto je progndza infaust-
ni. U lokalizovanych forem byva po 1é¢bé tispésné dosaze-
no kontroly nemoci. Vyjimkou u téchto forem je napf.
Alzheimerova choroba, protoZe soucasna lécba pouze mir-
ni symptomy nemoci. Novych moznosti 1é¢by je cela fada
a experimentalni 1é¢ba neni zamétena pouze na vyvoj la-
tek, které maji specifickym zplisobem pusobit na amyloi-
dogenni protein a zamezit tak jeho fibrilaci, ale je zamére-
na i na okolni komponenty, jako jsou napt. enzymy Stépici
prekurzorové proteiny, chaperony, SAP a apolipoproteiny.
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Tato prdce byla podporena Ministerstvem Skolstvi,

mladeze a télovychovy CR v rdmci Ndrodniho programu
udrzitelnosti I (NPU 1), projekt POLYMAT LO1507.

Seznam zkratek

AD Alzheimerova choroba
AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxalon
AP amyloid beta
BACE-1  pB-sekretasa
CNS centralni nervova soustava
FAP dédi¢na amyloidni polyneuropatie
Hsp70 heat shock protein 70
TIAChE inhibitory acetylcholinesterasy
NMDA N-methyl-D-asparagova kyselina
ROS reaktivni formy kysliku
SAA sérovy amyloid A
SAP sérovy amyloidovy protein
UPS ubiquitin-proteasovy systém
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M. Holubova and M. Hruby (Institute of Macromo-
lecular Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Prague): Therapeutics Against Amyloidosis

The first part of this review deals briefly with the
concept of amyloid, which is associated with the group of
diseases called amyloidoses. The second section brings
a brief overview of current clinically used therapeutics for
selected types of amyloidoses. In the last section, exam-
ples are described of new experimental therapies of amy-
loidoses, which are currently under investigation.
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