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INTRODUCERE

Amiloidoza reprezintd un grup de boli caracterizate prin depunerea de fibrile de
amiloid la nivelul tesuturilor, ceea ce determina disfunctia organelor afectate. Amiloidul este
evidentiat histologic prin coloratia Rosu de Congo, fiind congofil si cu birefringenta verzuie
("mar verde”) in lumind polarizatda [1]. Amiloidul este alcatuit din diferite proteine ce
determina numeroase forme de amiloidoza. Au fost identificate 40 de proteine amiloidogene
ce determina amiloidoza sistemica sau localizatda [2]. Diferentierea intre formele de
amiloidoza are la baza tipizarea, care identifica tipul de proteina din compozitia amiloidului.
Cele mai frecvente forme de amiloidoza sunt amiloidoza tip lant usor (AL), amiloidoza tip

transtiretind (wild-type si ereditara) si amiloidoza secundara (AA) [3-4].

Diagnosticul amiloidozei este unul laborios, care necesitd suspiciune clinicd,
identificarea depozitelor de amiloid si tipizarea amiloidului. Amiloidoza este o boald
sistemica ce poate afecta orice organ, iar prezentarea clinica este variabila. Pacientii sunt
adesea consultati de mai multi specialisti, primesc diagnostice gresite si prezinta o intarziere
a diagnosticului de mai multe luni sau chiar ani. Nu de putine ori, sunt necesare multiple

biopsii pentru stabilirea unui diagnostic de certitudine.

Heterogenitatea prezentdarilor clinice si procesul laborios de diagnostic fac ca aceasta
patologie sd fie subdiagnosticata la nivel global. Prognosticul pacientilor cu amiloidoza este
determinat de diagnosticul precoce, inaintea instalarii insuficientelor ireversibile de organ

prin acumularea fibrilelor de amiloid.

Prezenta lucrare are ca teme de cercetare analiza metodelor de tipizare ale
amiloidului, analiza imbunatatirii diagnosticului amiloidozei si analiza caracteristicilor
tipurilor de amiloidoza identificate la pacientii diagnosticati in decurs de 20 de ani (2001-

2020) in Centrul de Hematologie si Transplant Medular din Institutul Clinic Fundeni.

Avand in vedere ca amiloidoza este o boald rara si polimorfa prin diversitatea
formelor si a prezentarilor clinice, nu exista date legate de incidenta, modul de diagnostic
sau caracteristicile pacientilor cu amiloidoza In Roméania. Aceasta lucrare are rolul sa descrie
aceste caracteristici prin analiza retrospectivd a datelor unui centru de referintd in

diagnosticul si tratamentul amiloidozei.



. PARTEA GENERALA

Capitolul 1. Tipizarea amiloidului

Tipizarea amiloidului reprezinta identificarea proteinei implicate in formarea
fibrilelor de amiloid (fibrilogeneza). [5]. Tn ciuda faptului ca exista diferite proteine
implicate in fibrilogenezd, acestea genereaza fibrile de amiloid ce nu se pot diferentia
morfologic [6]. Astfel, coloratia Rosu de Congo poate identifica depozitele de amiloid, Tnsa

nu poate face diferenta intre tipurile de amiloid.

Diferentierea intre tipurile de amiloid se face prin metode imunohistochimice, de
imunofluorescenta, prin microscopie electronica Imunoglod, testare geneticd sau proteomica
[7]. Metodele de tipizare se impart in metode pe baza de anticorpi (imunohistochimia,
imunofluorescenta si imunomicroscopia electronicd) si metode independente de anticorpi

(testarea genetica si proteomica) [8].

Imunofluorescenta si imunohistochimia sunt limitate de disponibilitatea
anticorpilor, in special pentru formele mai rare de amiloidoza. O altd problema este
sensibilitatea si specificitatea anticorpilor, deoarece precursorii amiloidului prezinta adesea
mutatii genetice si modificari conformationale, iar anticorpii impotriva formei sélbatice a

proteinei pot fi mai putin reactivi la forma mutanta [7].

Testarea genetica este utilizata in cazul formelor de amiloidoza ereditara. Au fost
identificate mutatii asociate cu amiloidoza in numeroase proteine (ATTR, AApoAl,
AApoAll, ALys, AFib, AGel). Testarea genetica este Tn mod special importantd in ATTR,
unde diferentiaza intre doud forme distincte de amiloidoza: forma familiald (proteina TTR

mutantd) si forma non-mutanta (proteina TTR salbaticd) [7].

Proteomica se ocupa de intregul component de proteine existente in organism sau
mediu (proteom). Prin urmare, este eliminatd necesitatea de teste speciale pentru o anumita
proteind, astfel fiind evitatd dependenta de anticorpii specifici fiecdrei proteine sau

dependenta de identificarea unei anumite mutatii [7].



Capitolul 2. Clasificarea amiloidozelor si descrierea celor mai frecvente

forme de amiloidoza sistemica

In ultimii 27 de ani, numarul proteinelor amiloidogene a crescut de la 15 la 40 de
proteine [2,9]. Cele mai frecvente sunt amiloidoza tip lant usor, amiloidoza tip transtiretinad

(wild-type si ereditara) si amiloidoza secundara [3-4].

2.1  Amiloidoza tip lant usor (AL)

Amiloidoza tip lant usor (AL) este o boald hematologicd maligna rard ce are ca
precursor proteic lanturile usoare ale imunoglobulinelor, sintetizate de plasmocitele clonale
medulare[10]. Incidenta AL este de aproximativ 1,2 la 100.000 de locuitori pe an [11]. Apare
la pacienti cu varsta mediand de 64 ani, cu usoara predominanta masculind (54%) [12].
Diagnosticul este adesea Intarziat de prezentarea clinica nespecificd, uneori cu o Intarziere

de peste un an [13].

Diagnosticul AL presupune indeplinirea a 4 criterii stabilite de IMWG: (1) prezenta
unui sindrom clinic legat de amiloidoza; (2) confirmarea histopatologicd a prezentei
depozitelor de amiloid prin coloratia Rosu de Congo; (3) dovada ca depozitele de amiloid
sunt formate din lanturi usoare ale imunoglobulinelor si (4) dovada proliferarii plasmocitare

[14].

Sindromul clinic legat de amiloidoza este variabil in functie de organul afectat
Amiloidul se poate depune practic in orice tesut, insda exista o afinitate crescutd pentru
anumite organe (cord — 70-80%, rinichi — 50-70%, sistemul nervos — 20-25%, ficat — 15-
20% si tub digestiv — 5-15%) [10].

Afectarea cardiaca presupune indeplinirea criteriului ecografic (sept interventricular
>12 mm, fara alta cauza de hipertrofie) sau a criteriului biologic (NT-proBNP>332 ng/L, in
absenta insuficientei renale sau a fibrilatiei atriale) [15-16]. Aproximativ 30-50% dintre
pacientii nou diagnosticati cu amiloidoza AL prezintd afectare cardiaca [17]. Progresul
imagisticii cardiace a determinat o mai buna caracterizare a afectdrii cardiace, utilizdnd
strain-ul longitudinal global (GLS) cu aspect tipic de “crutare apicald” la ecocardiografie si
evidentierea captarii tardive a gadoliniumului la RMN-ul cardiac [18]. Biomarkerii cardiaci
(NT-proBNP si troponina) cresc in afectarea cardiaca din AL si au fost inclusi in

stadializarile cardiace, avand rol prognostic [19-20].



Afectarea renald este definitd prin proteinurie/24h > 0,5 g, cu predominanta
albuminuriei [15]. Afectarea renald unica se asociaza cu prognostic mai favorabil, iar tinta

este evitarea insuficientei renale finale cu necesar de dializa [21].

Afectarea sistemului nervos periferic este definita prin identificarea polineuropatiei
axonale senzitivo-motorii simetrice la membrele inferioare [15] si implicd predominant

fibrele nervoase mici, nemielinizate si determina disestezie, parestezie si pierdere progresiva

.....

Afectarea autonoma (sistem nervos vegetativ) este definitd de disfunctia autonoma,
de la hipotensiunea ortostaticd asimptomaticad pana la hipotensiune severd, disfunctie
intestinald si a vezicii urinare. Totusi, hipotensiunea ortostatica (TA sistolicd < 90 mmHg)
nu este cauzatd numai de disfunctia autonoma, fiind intalnita si la pacientii cu debit cardiac
scazut sau hipoalbuminemie, care prezinta scaderea volumului plasmatic [15]. Principalul
diagnostic diferential in cazul afectdrii nervoase periferice si autonome se face cu diabetul

zaharat complicat [22].

Afectarea hepaticia este definitd prin hepatomegalie (>15cm), in absenta
insuficientei cardiace sau cresterea nivelului fosfatazei alcaline peste 1,5 x valoarea
superioarda a normalului [15]. Asocierea hiperbilirubinemiei este factor de prognostic

nefavorabil, cu evolutia rapida la insuficienta hepatica [23].

Afectarea gastrointestinald este definitd prin depistarea prezentei depozitelor de
amiloid la nivelul tubului digestiv, la pacientul cu manifestari clinice gastrointestinale [15].
Principalele manifestari includ disfagie, scadere ponderald, greata, varsaturi, dureri
abdominale, simptome legate de malabsorbtie (diaree, steatoree, anorexie), sangerare

(hematemeza, hematochezie, melend, pana la sangerari masive ce pot fi fatale) [24-27].

Afectarea de parti moi este definitd de o serie de prezentdri ale infiltrarii amiloide,
incluzand macroglosia, afectarea cutanata, sindromul de canal carpian, miopatia, claudicatia,

artropatia si adenopatiile [15].

Afectarea respiratorie este definitd prin prezenta simptomelor respiratorii sau a
pattern-ului imagistic interstitial cu dovada directa a depozitelor de amiloid la nivel
pulmonar [15]. Diagnosticul de amiloidoza sistemica cu afectare pulmonara este rar, insa
este raportat cd prezenta amiloidului la nivel interstitial este frecventd, insa asimptomatica

[28].



2.2. Amiloidoza familiala tip transtiretina (ATTRh)

ATTRh este o boald ereditard autozomal dominantd determinatd de mutatii
punctiforme in gena transtiretinei. Este o boala rara, cu o prevalenta globala de 5.000-10.000
de cazuri, cu o frecventd mai mare In anumite zone “endemice” — Portugalia, Suedia si
Japonia [29]. Au fost identificate peste 130 mutatii TTR, fiecare determinand un fenotip
specific al bolii [30]. Fenotipul ATTRh poate fi clasificat in neurologic (ex. Val30Met),
cardiologic (ex. Vall22lle) sau mixt [31]. Cea mai frecventd mutatic este Val30Met,
identificata predominant in zonele endemice [32]. In Romania, cea mai frecventi mutatie
identificatd este Glu54Gln, aceasta prezentdnd fenotip mixt. Primul caz de ATTRh

Glu54GiIn a fost descris in 2012 [33].

2.3. Amiloidoza tip transtiretina wild-type (AT TRwt)

ATTRwt este determinatd de depunerea de fibrile de amiloid alcatuite din
transtiretind salbaticd, non-mutanta. Este o patologie a varstnicului (medie 78,6 ani), cu
predominantd masculina [34]. Prevalenta acestei boli a crescut semnificativ in ultimii ani,

fiind estimat ca 1,1% dintre pacientii cu insuficienta cardiaca au ATTRwt [35].

2.4. Amiloidoza familiala tip lizozim (ALys)

ALys este o boala rara, autozomal dominanta, determinata de mutatii punctiforme la
nivelul genei lizozimului [36]. Prevalenta bolii este necunoscuta, varsta de debut si fenotipul
sunt variabile, chiar in cazul aceleiasi mutatii sau a aceleiasi familii [37]. Supravietuirea este
indelungata, comparativ cu celelalte tipuri de amiloidozd (mediand de 17,9 ani), chiar in
absenta tratamentului etiologic [38-39]. Primul caz din Romania a fost descris n 2006 [40],

fiind identificata o mutatie distincta fata de cele deja cunoscute la acel moment (Asp67Gly).

2.5. Amiloidoza secundara (AA)

Amiloidoza secundara este o complicatie rara a bolilor inflamatorii cronice, fibrilele
de amiloid fiind alcétuite din proteina sericd A (SAP), o proteina de faza acuta sintetizatd de
ficat [41]. Sunt descrise numeroase patologii asociate cu inflamatie persistentd [42].
Prevalenta AA a scdzut in ultimii ani, prin aparitia tratamentelor antibiotice si

antiinflamatorii eficiente [43].



1. PARTEA ORIGINALA

Capitolul 3. Analiza tipizarii amiloidozei

Tipizarea amiloidului este esentiala pentru identificarea tipului de proteina implicata,

clasificarea amiloidozei, prognostic si abordare terapeutica.

Obiectivul acestui studiu a fost identificarea metodelor de tipizare ale amiloidului si
implementarea In practica de rutind a acestor metode. Au fost inclusi in studiu pacientii
diagnosticati cu amiloidoza sistemicd in cursul a 20 de ani (2001-2020) in Clinica de

Hematologie a Institutului Clinic Fundeni.

Au fost identificati 251 pacienti cu amiloidoza, dintre care 190 pacienti cu AL, 44
pacienti cu ATTRh, 8 pacienti cu AA, 5 pacienti cu ALys si 4 pacienti cu ATTRwt (Fig. 1.).

TIPURILE DE AMILOIDOZA DIAGNOSTICATE IN PERIOADA
2001-2020

Alys  ATTRwt
AR 2% 2%

3%
ATTRh ‘
17%

AL
76%

Fig.1. Repartitia pacientilor cu amiloidoza inclusi in studiu in functie de tipul de

amiloidoza (AL, ATTRh, AA, ALys si ATTRwt)

In vederea identificarii depozitelor de amiloid, 89,6% dintre pacienti au efectuat
biopsii. In functie de localizare, biopsiile au fost impartite in biopsii minim invazive (biopsie
de grasime abdominald si biopsie de glande salivare), biopsii de organ si biopsie
osteomedulara. Biopsiile minim invazive au fost cele mai frecvente, reprezentand 50% din
totalul biopsiilor efectuate. Dintre biopsiile de organ, biopsia renala a fost cea mai frecventa

(55,3% din biopsiile de organ).



Coloratia Rosu de Congo a fost utilizatd pentru evidentierea depozitelor de amiloid.
Cea mai mare rata de pozitivitate a coloratiei Rosu de Congo a fost inregistrata la biopsia
renald (94%), urmata de biopsia de grasime abdominala (88,2%) si biopsia de glande salivare
(80%).

Tipizarea amiloidului a fost efectuatd la 56,6% dintre pacientii diagnosticati cu
amiloidoza. Metodele de tipizare utilizate au fost imunofluorescenta (46%), secventierea
ADN (31%), imunohistochimia (11%), PCR-RFLP pentru TTR Glu54GIn (10%) si

secventierea proteinelor/spectrometrie de masa (2%) (Fig.2.).

Rezultatele tipizarii au aratat predominanta lantului usor lambda (60 cazuri) si a

mutatiei TTR Glu54Gln (36 pacienti).

Metodele de tipizare

Secventierea
proteinelor

.

> 4

PCR-RFLP
10%

Secventierea ADN

31% \

Imunohistochimia
11%

Fig.2. Repartitia pacientilor cu amiloidoza in functie de metoda de tipizare utilizata



Capitolul 4. Analiza diferentelor dintre amiloidoze in functie de

intervalul de diagnostic

Incidenta amiloidozei a crescut in ultimii ani datoritd unei mai bune cunoasteri a

acestei patologii si a imbunatatirii metodelor diagnostice [3].

Prezentul studiu are ca obiective (1) identificarea incidentei cazurilor de amiloidoza
in functie de intervalul de diagnostic, (2) identificarea diferentelor de varsta in functie de
perioada de diagnostic si (3) stabilirea diferentelor de duratd debut-diagnostic in functie de

perioada de diagnostic.

Pentru compararea perioadelor, cei 20 de ani au fost impartiti in 4 intervale: 2001-
2005, 2006-2010, 2011-2015 si 2016-2020.

S-a observat cresterea numarului de pacienti diagnosticati, consecutiv pentru fiecare
perioada. Peste jumatate (59,4%) dintre pacientii cu amiloidoza au fost diagnosticati n

ultimii 5 ani (2016-2020) (Fig.3.).

Repartitia pacientilor cu amiloidoza in
functie de perioada de diagnostic

160
140
120
100
80
60
40

20 13 - 24
0

Fig. 3. Repartitia pacientilor cu amiloidoza in functie de perioada de diagnostic

S-a nregistrat o crestere semnificativa statistic a numarului de amiloidoze non-AL
incepand cu anul 2016. Dintre amiloidozele non-AL, ATTRh a prezentat cea mai mare
crestere (de la 1,2% la 15,7%). De asemenea, se observa o scadere a varstei medii la

diagnostic cu 3,9 ani, fapt explicat prin cresterea incidentei amiloidozelor non-AL (Fig. 4.).
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2001-2015 2016-2020

Media Deviatia standard
2001-2015 60,7
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2016-2020 36.9

Total 245 58,5
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Histograma virstelar pacientior cu amiloidozd

Fig. 4. Histogramele varstelor si diferenta intre varstele medii ale pacientilor cu

amiloidoza diagnosticati in perioadele 2001-2015 si 2016-2020

Nu s-a inregistrat o diferenta semnificativa statistic a duratei debut diagnostic la
pacientii diagnosticati inainte si dupa 2016. In schimb, se observa ca durata debut-diagnostic

este cu 35,9 luni mai mare la pacientii non-AL comparativ cu AL, indiferent de perioada de
diagnostic.



Capitolul 5. Caracterizarea tipurilor de amiloidoza identificate

5.1. Amiloidoza tip lant usor (AL)

Amiloidoza tip lant usor este cea mai frecventd forma de amiloidoza. Este o boala
sistemica ce poate afecta orice organ, prezentarea clinica fiind polimorfa. Prognosticul este
cel mai nefavorabil dintre amiloidozele sistemice. Supravietuirea mediana este de 4 luni in
cazul afectarii cardiace avansate, insd evolutia terapiei specifice a adus o imbunatatire a

supravietuirii de la 13 luni la 4,6 ani dupa anul 2010 [44].

Obiectivele studiului au fost (1) evaluarea caracteristicilor generale ale pacientilor cu
AL, (2) evaluarea afectarii predominante de organ la pacientii cu AL, (3) evaluarea factorilor

de risc citogenetici la pacientii cu AL si (4) evaluarea supravietuirii pacientilor cu AL.

Analiza datelor Tn prezentul studiu a fost realizatd prin intermediul programului
STATA BE 17. Pentru analiza semnificatiei statistice au fost utilizate testul t-student pentru
variabilele continue si testul ¥? pentru variabilele discrete. Cu ajutorul curbelor Kaplan-
Meier a fost calculata supravietuirea mediand, iar pentru stabilirea semnificatiei statistice

intre curbele de supravietuire, a fost utilizat testul log-rank.

In studiu au fost inclusi 190 pacienti AL, cu varsta mediani 62 ani si usoari
predominantd masculind (52,6%). Majoritatea pacientilor au avut domiciliul in Bucuresti,

insd se observa ca pacientii provin din 34 de judete diferite (Fig.5.).

e
(o

Fig.5. Harta distributiei domiciliului pacientilor cu AL inclusi in studiu

Cele mai frecvente (>30%) simptome de debut au fost edemele, paresteziile,

sindromul sicca, scdderea ponderald si astenia fizicd. Lantul lambda a fost proteina
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amiloidogend 1n 72% din cazuri, imunofixarea proteinelor serice a fost pozitiva in 77,4% din
cazuri, dFLC mediana a fost 153 mg/l, iar mediana infiltrarii plasmocitare a fost de 10%.
Frecventele afectarilor de organ au fost: rinichiul (67,9%), cordul (59,5%), SNP (53,2%),
SNV (39,5%), parti moi (39,5%), ficat (25,3%), tub digestiv (9%) si plaman (3,7%).

Avand 1n vedere diversitatea manifestarilor clinice la diagnostic in functie de
organele implicate si pornind de la datele din literatura, am definit afectarea predominanta
de organ cu scopul identificarii caracteristicilor clinice sugestive. Definitia predominantei
de organ a fost impactul major al afectarii organului respectiv in cardul AL, criteriile de

diagnostic fiind anexate n lucrare.

Repartitia predominantelor de organ au fost: rinichi (40%), cord (36%), ficat (7,9%),
sistem nervos (6,8%), parti moi (4,7%), tub digestiv (2,6%) si plaman (1,6%) (Fig.6.).

Frecventa predominatelor de
organ

Parfimoi  plaman
5% 1%
Sistem nervos

L igestiv

3%

Rinichi

Ficat 40%

8%

Cori
36%

Fig.6. Repartitia pacientilor cu AL in functie de organul predominant afectat

Afectarea predominantd renali a fost caracterizatd de debut semnificativ statistic

mai frecvent cu edeme si mai rar dispnee si tuse.

Pacientii cu afectare predominantdi cardiacd au prezentat In proportie mai mare lant
usor lambda (80,9% vs. 67,5%). Simptomele de debut inregistrate semnificativ statistic mai

frecvent la acest grup au fost dispneea, sindromul sicca, sincopa si tusea.
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Afectarea predominanta SNP a fost asociatd semnificativ statistic mai frecvent cu

debut prin parestezii.

Pacientii cu afectare de pdarti moi au prezentat un grad al infiltrarii plasmocitare
semnificativ statistic mai mare (26% vs. 13,4%) si o durata medie debut-diagnostic mai mare
(25 luni vs. 12 luni). Afectarea cutanatd si macroglosia au fost cele mai intalnite forme de

afectare de parti moi.

Afectarea predominanti hepatica a debutat semnificativ statistic mai frecvent cu
meteorism abdominal si astenie fizicd si mai rar cu edeme si sindrom sicca. Valoarea
mediand a rigiditatii hepatice a fost semnificativ statistic mai mare la pacientii cu
predominantd hepatica (49,6 KPa vs. 20,6 KPa). Factorul X al coagularii a avut un nivel

mediu semnificativ mai mic (50% vs. 73,5%).

Afectarile SNP, digestiva si pulmonard au fost prezente la un numar prea mic de

pacienti pentru a se putea efectua analiza statistica.

Anomaliile citogenetice au fost evaluate la 25 pacienti si au fost prezente in 32%
dintre cazuri. Au fost identificate dell7p, t(14;16), t(4;14) si hiperdiploidia in 7, 3, 2 si
respectiv 1 caz. Pacientii cu dell 7p au prezentat semnificativ statistic mai frecvent afectare

digestiva.

Rata de deces a pacientilor cu AL a fost de 65,8%, iar supravietuirea medianda a fost
19 luni (Fig.7.). Supravietuirea a fost mai redusa la pacientii cu lant greu monoclonal absent,
la pacientii care au debutat cu astenie fizica, scadere ponderald, inapetenta sau tuse, care au
prezentat afectare cardiaca, afectare SNV, predominanta cardiaca si predominanta hepatica.
In schimb, pacientii cu afectare predominanti renala au prezentat o supravietuire mai mare.
De asemenea, prezenta depozitelor de amiloid a fost asociata cu o supravietuire mai redusa.
Pacientii care au primit tratament au avut o supravietuire mai mare, iar dintre tratamentele
efectuate, expunerea la inhibitori de proteazomi, imunomodulatori si autotransplantul

medular au fost asociate cu o supravietuire mai mare.
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Fig.7. Curbele de supravietuire in functie de prezenta afectarii predominante cardiace si
renale, comparativ cu supravietuirea globala

5.2. Amiloidoza familiali tip transtiretina (ATTRh)

ATTRh este o boald geneticd rard, cu fenotip variabil in functie de tipul mutatiei.
Obiectivele acestui studiu au fost identificarea mutatiilor prezente in Romaénia si

caracterizarea fenotipului determinat de mutatia Glu54Gln.

Au fost inclusi in studiu 44 pacienti cu ATTRh diagnosticati in decurs de 20 ani
(2001-2020) in Clinica de Hematologie a Institutului Clinic Fundeni si in Clinica de

Neurologie a Spitalului Universitar de Urgenta Bucuresti.

Au fost identificate 5 mutatii TTR: Glu54GIn, Glu89Lys, Glu89Val, Val30Met si
Ile107Val. Majoritatea pacientilor (81,8%) au prezentat varianta Glu54Gln.

Se observa o diferentd a originii pacientilor in functie de genotip. Pacientii cu
ATTRh Glu54GlIn provin din Nord-Estul Romaniei, din judetele Suceava, Botosani si Iasi.
Pacientii cu ATTRh Val30Met provin din Sud-Vestul Romaniei, din judetul Dolj, cei cu
Ile107Val din Nord-Estul Romaniei din judetul Neamt, cei cu Glu89Lys din Nord-Vestul
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Romaniei din judetul Maramures, iar cei cu Glu89Val din Nord-Vestul Romaniei, din judetul

Cluj (Fig.8 si Fig. 9.).

Maramures Suceava -

2 pacienti . 30 pacient ?otosam

GlusdLys GluS4Gin " 5 pacienti
GluS4Gin

Cluj lasi
1pacient * 1pacient
Glugoval Glu54Gin
Neamt
" 2 pacienti
lie107Val

Dolj
3 pacienti <
Vai30Met

Distributia geografica a pacientilor cu ATTRh

Fig. 8. Distributia geograficd la
nivelul Romaniei a pacientilor cu

ATTRA in functie de tipul mutatiei
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Fig.9. Distributia geografica la nivelul
Jjudetelor Suceava, Botosani si lasi a

originii pacientilor cu ATTRh Glu54GIn

Prevalenta ATTRh n anul 2020 era de 1,81 la milionul de locuitori in Romania, 3,93

la 100.000 locuitori in judetul Suceava si 2,04 la mia de locuitori in localitatea Todiresti.

Fenotipul ATTRh Glu54GIn este mixt, cu debut precoce (medie 43,2 ani la debut)
st afectare cardiaca (100%), SNP (95,2%), SNV (81%) si oftalmologica (23%).

Supravietuirea mediana a fost de 60 luni.

5.3. Amiloidoza familiala tip lizozim

ALys este o boald genetica rard, cu prevalentd necunoscuta. Scopul acestui studiu

consta n caracterizarea fenotipului si genotipului ALYys in Romania.

Au fost identificati 5 pacienti diagnosticati cu ALys Asp67Gly in Clinica de
Hematologie Fundeni in perioada 2001-2020. Toti pacientii provin din aceeasi familie
(Fig.10.). Véarsta medie la diagnostic a fost de 46,2 ani, cu o duratd medie debut-diagnostic
de 97,2 luni si un raport M:F de 1,5. Simptomele de debut au fost meteorism abdominal,
epistaxis, edeme, astenie, diaree, vasculita, parestezii, prurit si greatd. Organele afectate au

fost ficatul, splina si partile moi (toti pacientii), tubul digestiv (4 pacienti), adenopatii
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subdiafragmatice (3 pacienti), cordul (2 pacienti), rinichiul (2 pacienti). Sistemul nervos
periferic a fost afectat la un pacient, cu rezerva ca diagnosticul a fost clinic — prezenta

paresteziilor.

ARBORELE GENEALOGIC

@, Jud Buzau, loc.
GlodeanuSilistea
[ 84

Urziceni

¢ 5 a8 it
ahL-tle-CJjoi OO 5@

’. PROBAND

femeie afectata

O femeie neafectata
D barbat neafectat
[l barbatafectat

/' Decedat (vérsta decesului) R
alomita

s ’& e l@E et o Urziceni

Fig.10. Arborele genealogic al familiei cu amiloidoza familiala tip lizozim diagnosticata in

Romania

5.4. Alte tipuri de amiloidoza

5.4.1 Amiloidoza secundari (AA)

Amiloidoza AA este o complicatie a bolilor inflamatorii cronice [41]. Obiectivul
acestui studiu a fost evaluarea caracteristicilor pacientilor cu AA diagnosticati in decurs de

20 ani (2001-2020) n Clinica de Hematologie a Institutului Clinic Fundeni.

Au fost identificati 8 pacienti cu AA, cu varsta medie la diagnostic de 47,4 ani, durata
medie debut-diagnostic de 85,3 ani si un raport M:F de 0,3. Cele mai frecvente simptome de

debut au fost edemele, meteorismul, diareea, artralgiile si paresteziile.

Patologia inflamatorie subiacenta a fost compusa din sindroame febrile familiale

(febrda mediteraneeana si sindrom Muckle-Wells), poliartrita familiald, lupus eritematos
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sistemic, spondilitd ankilopoietica si imunodeficientd comuna variabila. Cele mai frecvente

afectari de organ au fost: renald, digestiva, parti moi si hepatica.
Supravietuirea mediana a pacientilor cu AA a fost de 46 luni (Fig.11.).

Curba de supravietuire Kaplan-Meier

=
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O_ 4
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Perioada de analiza (luni)

5.4.2. Amiloidoza tip transtiretina wild-type (AT TRwt)

ATTRwt este o patologie a varstnicului, fiind in trecut denumita amiloidoza senila.
Obiectivul acestui studiu a fost caracterizarea pacientilor cu ATTRwt diagnosticati in decurs

de 20 ani (2001-2020) in Centrul de Hematologie al Institutului Clinic Fundeni.

Au fost identificati 4 pacienti cu ATTRwt, cu varsta medie la diagnostic de 80,5 ani,
cu durata debut-diagnostic medie de 21,3 luni si un raport M:F de 3. Principalele manifestari
de debut au fost edemele si dispneea. Afectarea cardiaca a fost prezenta la toti pacientii,

urmatd de afectarea de parti moi (2

pacienti), afectarea SNP (1 pacient), Afectarea de organ la pacientii cu ATTR

afectare hepatica (1 pacient) si wild-type
afectare  splenica (1  pacient) Flaman | 0
Digestiv | 0
(Flng) SNV | 0
Rinichi 0
Ficat 1
SNP 1
Partimoi 3
Fig.12. Afectarea de organ la Cord 4

pacientii cu ATTRwt

16



Capitolul 6. Concluzii

In decurs de 20 ani au fost diagnosticati 251 pacienti cu amiloidozi in Centrul de
Hematologie al Institutului Clinic Fundeni. Au fost identificate 5 tipuri de amiloidoza

sistemicd: AL, ATTRh, ATTRwt, ALys si AA.

In vederea identificarii depozitelor de amiloid, 89,6% dintre pacienti au efectuat
biopsii. In functie de localizare, biopsiile au fost impartite in biopsii minim invazive (biopsie
de grasime abdominald si biopsie de glande salivare), biopsii de organ si biopsie
osteomedulara. Biopsiile minim invazive au fost cele mai frecvente, reprezentand 50% din
totalul biopsiilor efectuate. Dintre biopsiile de organ, biopsia renala a fost cea mai frecventa

(55,3% din biopsiile de organ).

Coloratia Rosu de Congo a fost utilizata pentru evidentierea depozitelor de amiloid.
Cea mai mare rata de pozitivitate a coloratiei Rosu de Congo a fost inregistrata la biopsia
renald (94%), urmata de biopsia de grasime abdominala (88,2%) si biopsia de glande salivare

(809%).

Tipizarea amiloidului este o etapd importanta in diagnosticul amiloidozei, insa este
o metoda laborioasa care necesita laborator si personal specializat. Cele mai frecvente

metode de tipizare utilizate au fost imunofluorescenta (46%) si secventierea ADN (31%).

Cresterea incidentei cazurilor de amiloidoza a fost surprinsa si in studiul nostru care
s-a desfasurat pe o perioada de 20 de ani. Astfel, peste jumatate (59,4%) dintre pacientii cu
amiloidoza au fost diagnosticati in ultimii 5 ani (2016-2020). Similar cu datele din literatura,
cresterea incidentei cazurilor de amiloidoza se datoreaza amiloidozelor non-AL, n special

amiloidozei familiale tip transtiretina.

Amiloidoza fiind o boald rara, primul pas in stabilirea diagnosticului este
considerarea acesteia ca posibil diagnostic diferential la pacientii cu sindroame clinice
sugestive. Desi aceasta patologie a devenit mai cunoscuta in ultimii ani, pacientii continua
sa fie suspectati (uneori chiar diagnosticati si tratati) de numeroase alte boli inainte de a se
stabili diagnosticul de amiloidoza. O unitate de masura utila a acestui fenomen este chiar
durata debut-diagnostic, care nu a prezentat o modificare semnificativa statistic inainte si

dupa anul 2015. In plus, amiloidozele non-AL, care sunt mai rare, mai putin cunoscute, dar
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si cu o evolutie mai lentd, prezintd o duratd medie debut-diagnostic mult mai mare decéat
amiloidoza AL (48,6 luni vs. 12,6 luni).

Pacientii cu amiloidoza AL au cea mai mare frecventa in lotul de studiu, reprezentand
76% din cazurile de amiloidoza diagnosticate. Datele demografice corespund datelor din

literatura, cu usoara predominantd masculind si varsta mediand de 62 ani.

Pentru estimarea subdiagnosticdrii amiloidozei AL, a fost estimatd incidenta in
Romania la 336,6 cazuri/an (pornind de la datele din literatura). Avand in vedere cresterea
numadrului de cazuri In ultimii 5 ani, incidenta medie a cazurilor AL din studiu pentru

perioada 2015-2020 a fost calculata la 19 pacienti/an.

Cele mai frecvente simptome de debut intalnite la pacientii cu AL au fost edemele,
paresteziile, sindromul Sicca, scaderea ponderala si astenia fizicd. Cele mai frecvente organe
afectate au fost: rinichiul (67,9%), cordul (59,5%), SNP (53,2%), SNV (39,5%) si partile
moi (25,3%).

Avand 1n vedere caracterul sistemic al amiloidozei AL, am definit si am analizat
pacientii in functie de predominanta de organ. Cele mai frecvente predominante de organ au
fost renald (40%), cardiaca (36%), hepatica (8%) si de sistem nervos (7%). Am urmarit
caracteristicile particulare ale fiecdrei predominante de organ, in vederea identificarii

semnelor de alarma.

Prezenta monoclonalitatii lantului kappa poate fi orientativd asupra absentei
predominantei cardiace. Debutul cu astenie si meteorism abdominal la un pacient cu AL pot
sugera predominanta hepatica. Asocierea lantului greu monoclonal la pacientul cu AL poate
fi un semn al predominantei SNP. Predominanta de parti moi asociaza o infiltrare
plasmocitara mai mare si o durata debut-diagnostic mai crescuta. Aceste rezultate necesita

confirmare Tn cadrul studiilor prospective.

Din punctul de vedere al riscului citogenetic, pacientii studiati au prezentat cel mai
frecvent deletie 17p (87,5% dintre anomaliile identificate). Principala limita a acestui studiu

este absenta testdrii translocatiei t(11;14), aceasta fiind cea mai intalnita la pacientii cu AL.

Supravietuirea mediana a pacientilor cu AL a fost de 19 luni. In mod particular,
pacientii cu AL din studiu au avut o supravietuire mai redusd in absenta lantului greu

monoclonal si In prezenta depozitelor de amiloid la biopsia osteomedulara. De asemenea,
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pacientii care au debutat cu astenie fizica, scadere ponderald, inapetentd sau tuse au avut

supravietuiri mediane mai reduse.

Amiloidoza familiald tip transtiretind a fost a doua cea mai frecventa forma de
amiloidozd la pacientii studiati. Incidenta pacientilor cu ATTRh in Roméania a fost
1,81/milionul de locuitori, incadrand tara noastra intre zonele non-endemice. De asemenea,
similar cu zonele non-endemice, mutatiile cele mai prevalente sunt cele non-Val30Met. Tn
cazul Romaniei, cea mai frecventd este Glu54Gln, o mutatie specifici Romaniei, cu fenotip
mixt si debut precoce. Supravietuirea mediand a pacientilor ATTRh Glu54Gln a fost de 60

luni.

Amiloidoza familiala tip lizozim este o boala ereditara foarte rara, fiind descrise
numai 10 mutatii amiloidogene la nivel global. Identificarea mutatiei Asp67Gly, depistata
Tn Romania, a fost facuta in 2005 de catre grupul de la Fundeni, iar cazurile incluse in studiul
nostru sunt singurele diagnosticate la nivel mondial. A fost inregistrat un singur deces,

perioada mediana de urmarire fiind de 13,5 ani.

Amiloidoza AA este o complicatie a bolilor inflamatorii cronice, pacientii fiind
adesea urmadriti de medicul reumatolog anterior aparitiei amiloidozei. Frecventa redusd a
cazurilor AA 1in studiul nostru este probabil legata de subdiagnosticare. Supravietuirea

mediana a pacientilor din studiul nostru a fost de 46 luni.

Similar cu pacientii cu AA, pacientii diagnosticati cu ATTRwt au avut o frecventa
foarte mica. Cauza probabild este prezentarea predominant cardiaca, la pacientul varstnic,

investigata cardiologic si tratata ca o insuficientd cardiaca de alta cauza.
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Capitolul 7. Contributii personale

Acesta reprezinta cel mai mare studiu al pacientilor cu amiloidoza din Romania, fiind
evaluati pacientii cu amiloidoza sistemica diagnosticati intr-un interval de 20 ani (2001-
2020). Am analizat metodele de tipizare si rezultatele tipizarii, am evaluat incidenta cazurilor
de amiloidoza sistemica in functie de perioada de diagnostic si am analizat caracteristicile

pacientilor cu amiloidoza in functie de tipul de amiloidoza.

Am aratat cd amiloidoza este subdiagnosticatd in Romaénia, prin evidentierea
incidentei reduse a cazurilor intr-un centru de expertiza din tara. Ca expresie a rolului de
centru de expertiza in amiloidoza a Clinicii de Hematologie Fundeni, se observa o distributie
a domiciliului pacientilor cu amiloidoza AL in 34 judete diferite, cei mai multi (32,1%)

provenind totusi din Bucuresti.

Studiul nostru aratd alinierea la tendinta internationald de crestere a incidentei
amiloidozelor. Aceasta crestere este explicatd de Tmbunatatirea cunoasterii acestei patologii,
cresterea adresabilitdtii pacientilor citre hematolog si campaniei de identificare a pacientilor

cu amiloidoza familiala tip transtiretind ("Caravana ATTRh”).

Am prezentat varietatea tipurilor de amiloidoza identificate si am descris fenotipul
amiloidozelor ereditare rare si specifice Romaniei (ATTRh Glu54Gln si ALys Asp67Gly).
Am identificat zonele de origine ale pacientilor cu amiloidoza ereditard si am demonstrat

originea comuna a pacientilor cu ATTRh Glu54Gln in Nord-Estul Roméniei.

Avand in vedere diferentele de prognostic in functie de afectarea de organ, am definit
si caracterizat predominanta de organ pentru pacientii cu AL. Am urmarit caracteristicile
particulare ale fiecdrei predominante de organ, in vederea identificdrii semnelor de alarma.
Diferentierea intre predominantele de organ este utild pentru evaluarea riscului imediat al
pacientului in cazul predominantei cardiace sau riscului de progresie spre dializa (pierderea

functiei renale) pentru afectarea predominanta renala.

Studiul nostru evidentiazd importanta tipizdrii pentru diagnosticul si prognosticul
pacientilor cu amiloidoza, dar si importanta accesului la metodele de tipizare adecvate pentru
un diagnostic de certitudine. Este esentiala existenta unui centru de expertiza, cu echipa
multidisciplinara si laborator specializat pentru diagnosticul de certitudine, tipizarea si

managementul pacientului cu amiloidoza.
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