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Amiloidul

e Agregate proteice ce se coloreaza specific cu rosu de Congo
si prezinta birefringenta verde sub lumina polarizata.

e In conditii fiziologice aceste proteine agrega in structuri de tip
beta sheets antiparalele.Structura de tip beta sheets
reprezinta aranjamentul in “zig-zag” a lantului polipeptidic iar
dispozitia antiparalele se refera la faptul ca lantul polipeptidic
devine pliat pe el insusi.

e Are depozitare la nivelul spatiului extracelular

Componentele fibrilelor de amiloid

Precursor proteic

e Amiloid

Molecule ‘chaperones’
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Componentele fibrilelor de amiloid

e Precursorul proteic _
—> proteina normala alterata prin fragmentare sau
substitutia aminoacizilor
— exemple:Apo-Al
IgL,Insulina, TTR,Lys,Fibrinogen

e SAP

— glicoproteina plasmatica normala sintetizata la nivelul
hepatocitului

—— rol in imunitatea innascuta si in modularea
fenomenelor de autoimunitate

—— are rezistenta sporita la proteoliza realizand stabilitatea
si protectia fibrelor de amiloid

Componentele fibrilelor de amiloid

Gl
e Proteoglicanii

— include un lant proteic si cel putin un
carbohidrat(GAG)

— realizeaza contributia in carbohidrati din
depozitele de amiloid
—— intervin in legarea fibrelor de amiloid la
elementele constitutive ale matricii
extracelulare
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Clasificarea amiloidozelor

o SISTEMICA

a) primara
b) reactiva
c) ereditara
d) asociata hemodializei cronice
e) sistemica senila
O LOCALIZATA

Mecanism molecular
“tulburari de conformatie a proteinelor”

structura primara

!

structura secundara

Teoria
l h %“folding energy landscape”:

structura tertiara

!

structura cuaternara
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Mecanism molecular

Cause of TTR Amyvloidosis

Misfoided Monomer Amydoid Fibis

Mutations {é0+]
Aging

Mecanismul leziunii tisulare

e Amiloidul are o distributie tisulara diversificata cu
predominenta totusi a unor organe tinta: cord,
rinichi,nervi,ficat tub digestiv.

e Modifica arhitectura tisulara si alterarea functiei
organului implicat datorita depozitelor

e Declansarea unor mecanisme de citotoxicitate prin
intermediul receptorilor RAGE si a procesului de
fibrilogeneza

e Stress oxidativ si declansarea mecanismului de
apoptoza celulara
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Amiloidoza ereditara tip TTR
o]

e TTR
— proteina plasmatica anterior denumita
‘prealbumina’

— sintetizata la nivel hepatic, celule epiteliale ale
plexurilor coroidiene ale encefalului
si celule epiteliului pigmentar al retinei

— rol: transport al tiroxinei si a proteinei de
legare aretinolului

Localizarea genei TTR

167187
o 1de]
AL
AT
7 Taba]
2 Tnhe
172
E7abgT

Locatia citogenetica:18g12.1.Localizarea mai precisa de la perchea de
Baze 27425837 la perechea de baze 27432780
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Manifestari clinice ale ATTR

e Transmitere autozomal dominanta cu debut tardiv:
30-70 ani

e Variabilitate a tabloului clinic:
1. neuropatie periferica
2.sindrom de tunel carpian
3.cardiomiopatia
4. nefropatia
5. leziuni oculare

Mutatii ale genei TTR

1.MET 30 VAL (PAF tipl, mutatia portugheza)
2.ALA 60 TRE(amiloidoza tip Appalachian)
3.HIS 58 LEU (FAP II)

4.SER 84 ILE(PAF II)

5.ILE 122 VAL
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Amiloidoza ereditara tip LYZ
o]

e Enzima bacteriolitica

e Prezentain: secretii
externe(saliva,transpiratii,mucus) , leucocite
polimorfonucleare si macrofage

e Boala are o transmitere autozomal dominanta cu
debut la 30-40 ani

e Manifestarile clinice apar in tesuturile unde productia
de lizozim este crescuta: ficat , rinichi, tract gastro-
intestinal

Mutatii ale genei LYZ
|

1.ILE 56 THR
2.ASP 67 HIS
3.PHE 57 ILE

4.ASP 67 GLY
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Diagnosticul de laborator al amiloidozei

_

e 1.Biopsiedeorgan, " . ﬁ“;ﬁﬁmﬂ 2 Vi
respectiv punctia din mdﬂt “f;@
tesut adipos
subcutanat. Colorarea
materialului bioptic cu’
rosu de Congo
demonstreaza
birefringenta
caracteristica” mar
verde” '

ne‘mﬁmbranalﬁl )

H “‘\"‘a ﬂn'élta‘r;tem

B

Diagnostic de laborator al amiloidozei

2.Imunohistochimia.Se
utilizeaza anticorpi
policlonali anti-
precursor proteic
suspectat
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Diagnostic de laborator al amiloidozei
o]

3.Determinarea structurii primare a fibrilelor de
amiloid.Se realizeaza digestia triptica a peptidelor
acestea sunt separate prin HPLC

Metode de biologie moleculara
o ]

<+ Analiza ADN este metoda standard de diagnostic
a amiloidozelor ereditare

< Etape:
a) izolare ADN.Se face din orice proba

biologica: sange periferic,celule bucale, preparate
histologice

b) amplificare AND prin reactie PCR
c)secventializare directa
d) RFLP
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Caz

Pacient in varsta de 45 ani originar din jud.lalomita
Motivele internarii:
a) epistaxis repetat
b) hemoragie digestiva superioara

APP:
absenta

AHC:
mama - IRA
tatal sanatos
2 unchi decedati prin IRA respectiv hemoragie

masiva post apendicectomie
CAZ

e Examenul obiectiv si investigatiile paraclinice au

decelat:
° anemie
° hepatosplenomegalie
° cresteri ale creatininei si ureei
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Protocolul de diagnostic molecular
-]

e 1.I1zolare ADN din sange periferic

e 2.Amplificare ADN prin reactie PCR
produsul PCR=242 pb

e 3.secventiere

identificarea mutatiei ASP 67 GLY ce
corespunde unei mutatii punctiforme cu inlocuirea
adeninei cu guanina in codonul 85

EXONUL 2 AL GENEI LYZ SI PRIMER]
o]

o AGTCACTTAGTGTTGCTGTTTATTACTAAAAATAAGTTCTTTTCAGGGAT
GTGTTTGGCCAAATGGGAGAGTGGTTACAACACACGAGCTACAAACTA
CAATGCTGGAGACAGAAGCACTGATTATGGGATATTTCAGATCAATAGC
CGCTACTGGTGTAATGATGGCAAAACCCCAGGAGCAGTTAATGCCTGT
CATTTATCCTGCAGTGGTAAGACAAGCTAATATTTGACCAATCTGGT

__ALELA MUTANTA

AGTCACTTAGTGTTGCTGTTTATTACTAAAAATAAGTTCTTTTCAGGGAT
GTGTTTGGCCAAATGGGAGAGTGGTTACAACACACGAGCTACAAACTA

CAATGCTGGAGACAGAAGCACTGATTATGGGATATTTCAGATCAATAGC
CGCTACTGGTGTAATGGTGGCAAAACCCCAGGAGCAGTTAATGCCTGT

CATTTATCCTGCAGTGGTAAGACAAGCTAATATTTGACCAATCTGGT
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PCR

e Imagine a migrarii in gel
de electroforeza a
produsului PCR
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