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SOUHRN

Amyloiddza je oznaceni pro skupinu heterogennich onemocneéni, ktera vedou k extracelulami depozici amorfnich hmot
proteinové povahy. Tyto hmoty mohou zpUsobit zmény v orgénech a tkénich vedoucr k jejich nevratnému poskozeni nebo
dokonce k smrti jedince. Celosvétové udavana incidence amyloiddzy je 10/100 000, pFesné tdaje z Ceské republiky véak
nejsou znamy. Specifickym typem amyloiddzy, jez se vyskytuje asi u jednoho pacienta ze 100 000, je hereditarni amyloi-
doza, jejiz pricinou je vrozena patologicka mutace v nékterém z genl koduijicim prekurzory amyloidnich vidken, nejcastéji
v genu pro transthyretin (TTR). V Ceské republice vak zachyt nemocnych s hereditarni amyloidézou zatim nedosahuje
hodnot celosvetoveé udavané incidence. V soucasné dobg roste zajem o zdokonaleni diagnostiky amyloidézy smérem, ktery
by komplexné pokryl screening vSech genl spojenych s hereditarni amyloidézou v jednom diagnostickém setu. Dlvodem
shrnuje soucasné poznatky o hereditarni transthyretinové amyloiddze, jeji diagnostice a aktualnich trendech ve vyzkumu.
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SUMMARY

Kufova, Z., Sevéikova, S., Hajek, R.: Detection of Hereditary Amyloidosis

Amyloidosis is a group of heterogeneous diseases that lead to extracellular deposition of amorphous material of protein
nature, which can cause changes in organs or tissues and lead to their irreversible damage or even to death. Worldwide,
incidence of amyloidosis is determined to be around 10/100 000, but data from the Czech Republic are missing. A specific
type of amyloidoses is hereditary amyloidosis which is occurs in 1/10 cases. It is caused by congenital pathological muta-
tion in genes coding for precursor of amyloid fibers, in most case mutations in the transthyretin (TTR) gene. Unfortunately,
incidence of hereditary amyloidosis in the Czech Republic is lower than worldwide incidence. Currently, the main aim is
to improve diagnostics of amyloidosis to get complex screening of all genes cause hereditary amyloidosis using one dia-
gnostic set. The reason of implementation is potential heredity in the family and the fact that earlier detection can affect
treatment positively. This paper summarizes current knowledge about hereditary transthyretin amyloidosis, its diagnostics

and current trends in research.
Key words: amyloidosis, genomics, sequencing.

Uvod

Amyloiddzy jsou onemocnéni, pro které je typické
extracelularni, homogenni ukladani amorfnich hmot pro-
teinové povahy, jez vykazuji strukturu 3-skladaného listu
[1]. Jsou obtizné diagnostikovatelné, maji fadu shod-
nych vlastnosti, ale rozdiny klinicky prdbéh. Incidence
onemocnéni je celosvétoveé udavana 10/100 000 [2].
Amyloidéza je ale obtizné diagnostikovatelné onemoc-
néni i pro zkusené hematology a patology. Nedostatec-
né zvliadnuté diagnostické metodiky jsou Gasto divo-
dem fale$né negativnich vySetfeni. Cetnost amyloiddzy
v Ceské republice zatim bohuzZel neni presné znama [3],
zcelajisté vSak neni pozorovano 100 novych nemocnych
s amyloidézou rocné. Je tedy potreba zejména zpresnit
diagnostiku a prfedevSim na toto onemocnéni myslet
a indikovat pfi typickych pfiznacich vySetfeni vedoucich
k diagnostice amyloiddzy.

Dle pfiCiny zvySené produkce prekurzoru déli-
me amyloidézy na ziskané a hereditarni. Mezi ziskané
amyloidézy fadime AL (amyloid light chain) amyloido-
zu, ktera se vyskytuje samostatné nebo u nemocnych

s monoklonalnimi  gamapatiemie, predevsim trpicich
mnohoc¢etnym myelomem, lymfomy nebo Waldenstro-
movou makroglobulinémii. Jedna se o nejCastgjsi typ
amyloidézy a amyloidnim prekurzorem jsou lambda
nebo kappa volné lehké fetézce imunoglobulinG [4].
Druhym nejCastéjSim typem ziskané amyloiddzy je tzv.
AA amyloiddza (amyloid A amyloidosis). AA amyloiddza
mUze byt zplsobena dlouho trvajicim zanétlivym one-
mocnénim (napf. revmatoidni artritida) nebo dédi¢nym
zanétlivym onemocnénim (napf. familiarni sttedozemni
horecka) [5]. Tretim typem je amyloiddza charakteri-
zovana zvysenou hladinou B,-mikroglobulinu, ktery se
podili na tvorbé amyloidu. Je také znama pod pojmem
dialyzacni amyloidéza a rfadi se mezi amyloiddzy zis-
kané, byla u ni vSak prokazana i hereditarni forma [6].
Hereditarni formy amyloiddzy jsou zplsobeny mutaci
v genu, ktery kdduje prekurzorovy protein potfebny pro
vznik amyloidu [7].

Amyloiddzy Ize délit podle loZiska vzniku na lokali-
zované amyloiddzy, kde k depozici amyloidu dochazi
pouze Vv jednom organu, tkani nebo organové sou-
stavé, nebo systémové amyloiddzy, charakterizované
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depozici ve vice organech nebo tkanich. Déle Ize tato
onemocnéni délit podle typu amyloidogenniho protei-
nu, pricemz kazdy typ amyloiddzy ma svdj specificky
fibrilarni prekurzor. Do dnesni doby je znamo 30 téchto
prekurzort [7].

Amyloidovy fibrildami protein je definovan jako pro-
tein, ktery je soucasti amyloidovych depozit v tkanich.
Barvi se pozitivné Kongo Cerveni a v polarizovaném
svétle vykazuje zeleny dichroismus [8]. Ke vzniku depo-
zita amyloidu dochézi agregaci pdvodné solubilni formy
proteinu, coz je nasledek rliznych poruch Zivotniho cyk-
lu proteinu odrazejici jeho abnormalni konformaci. PFi
vzniku onemocnéni je dulezita kinetika tvorby a zaro-
ven naruSenda schopnost degradace amyloidovych
prekurzort [9,10]. ZvySena koncentrace amyloidovych
prekurzorl v séru mizZe byt zplsobena nadmérnou
produkci & nedostateCnym vyluGovanim proteinu.
Roli hraje také abnormalni finalni proteolyza v tkanich,
modifikace proteinl a u hereditarni amyloiddzy mutace
v genu. Uloha patogeneze v depozici amyloidu je v8ak
stale nejasna [11]. Princip poskozeni je u vSech typl
amyloidéz podobny, depozita amyloidovych fibril se
ukladaji v tkanich a organech, které zavazné poskozuiji.
Podle typu amyloiddzy dochazi k poSkozeni urcitého
organu, tkdné nebo organové soustavy, které vede
zpravidla k jeho selhani a nasledné smrti [8].

Tato prace se zaméfuje na popis diagnostickych
genetickych metod pro zlepSeni situace v oblasti dia-
gnostiky hereditarni TTR amyloiddzy a stru¢né zminuje
i léCebné moznosti. Presto, Ze se jedna o onemocnéni
raritni, jisté by nemeélo byt opomijené.

Hereditarni TTR amyloid6za a geneticka
diagnostika

Hereditarni amyloidéza je typem amyloiddzy, kte-
ry je zpUsoben patologickou mutaci v genu kdoduiji-
ciho prekurzorovy protein dilezity pro tvorbu amyloi-
du. V porovnani se ziskanymi amyloidézami se jedna
o0 vzacngjsi diagndzu. Celkovy pocet genll spojovanych
se vznikem amyloiddzy se k dneSnimu dni pohybuje
kolem 22 (Tabulka 1) [7].

Tab. 1. List of genes, which are associated with hereditary
amyloidosis

Gene name | Precursor Systemic/
protein Localised
ABri Membrane protein 2B Systemic
ADan Membrane protein 2B Localised
Apo Al Apolipoprotein A-l Systemic
Apo A ll Apolipoprotein A-ll Systemic
Apo C I Apolipoprotein C-lI Systemic
APP Amyloid precursor protein | Localised
APrp Prion protein Localised
AB2M 32-microglobulin Systemic
AB Beta amyloid A4 precursor | Localised
CIAS Cystatin C Systemic
CST3 Cystatin C Systemic

Gene name | Precursor Systemic/
protein Localised
FGA Fibrinogen Systemic
GSN Gelsolin Systemic
LYz Lysozym Systemic
MEFV Pyrin Systemic
MVK Mevalonate kinase Systemic
NLRP12 Cytostatic protein Systemic
NOD12 Nod protein family Systemic
TNFRSF1A Tumor necrosis faktor Systemic
TTR Transthyretin Systemic
SAA1 Serum amyloid A1 Systemic

Nejcastéji mutovanym genem byva TTR (transthy-
retin), dale pak gen kodujici apolipoprotein A-1, lyso-
zym, gelsolin, fibrinogen aj., ve kterych se mutace
nevyskytuji tak casto [12-14]. Gen TTR kéduijici protein
transthyretin je lokalizovan na chromozomu 18 a skla-
da se ze Ctyr exond a péti intrond. Mutace v genu
vedou k destabilizaci proteinu, ktery nasledné snad-
ngji vytvari amyloidovou strukturu [15]. K dnesnimu
dni bylo popsano v TTR genu 120 mutaci, vSechny
autozomalné dédicné s rozdilnou penetranci. Jedna
se 0 bodové mutace zahrnujici jedno- nebo dvou-
nukleotidové substituce, v raritnich pfipadech delece
celého kodonu nebo mutace v genové oblasti UTR
(,untranslated region®). NejCastéji vyskytujici se muta-
ci je jednonukleotidova substituce zpUsobujici zamé-
nu valinu na pozici 30 za methionin. Transthyretin je
plazmaticky protein skladajici se ze 127 aminokyselin
kolujici jako homomerni tetramer, je syntetizovan v jat-
rech, v plexus choroideus v mozku a v reting a zasta-
véa roli transportniho proteinu pro thyroxin a retinol.
Mutovany protein vSak koluje ve formé monomerd
s extendovanou strukturou B-skladaného listu, ktera
je jednim z predpokladl ke vzniku amyloidovych fibril
[16,17]. Obr. 1 ukazuje pét moznych variant tetramerd
u mutaci TTR genu [18].

N N[N
N | N N | N N | N

Fig. 1. Scheme shows five possible variants of tetramer, which
can be present by heterozygotes with mutation of TTR gene.
M (mutation in monomer); N (normal monomer) (adapted from
the Benson, 2013).

Mutovany protein, ackoliv je pfitomny od naroze-
ni, vyvolava priznaky onemocnéni se zpozdénim dvou
az péti dekad a jednotlivé mutantni varianty se proje-
vuji Klinicky heterogenné, dle druhu pfitomné muta-
ce v genu. Komplikovanost onemocnéni dale zvysuje
vysoka fenotypova heterogenita, ktera je ovliviiovana
radou faktor(, napt. pfitomnost polymorfismd, geogra-
ficky plvod, pohlavi, vék, aj [7].

Prozatim jedinym schvalenym Iékem urCenym
k l1écbé transthyretinové amyloiddzy v Evropé od roku
2011 je Tafamidis meglumine (Pfizer Inc, NY, USA).
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v oblasti HBS (,hormone binding site) transthyretinu,
a tim tetramer stabilizuje. HBS je oblasti, na kterou se
vaze hormon (v pfipadé transthyretinu hormon thyro-
xin), vétSina kolujicich molekul transthyretinu ji vSak ma
neobsazenou, tudiz je vyuzivana jako cil pro navazani
stabilizujiciho 1éku [19, 20]. Jeho pozitivni UCinky byly
prokazany u nemocnych s FAP (Familidini amyloidnf
polyneuropatie), kde az u 60 % z nich nedoslo béhem
Sesti let k zadnému zhorSeni stavu [21]. Studie ucin-
kd Tafamidisu pro lé¢bu nemocnych s FAC (familiarni
amyloidni’ kardiomyopatie) nebo SSA (senilni systé-
mova amyloiddza) zatim nebyla provedena, je vSak
planovaneé jejich spusténi.

Zatim jedinym dostupnym a ucinnym postupem,
diky kterému lze dosahnout vyléCeni hereditarni
TTR amyloiddzy, je transplantace. Transplantace
zavisi na druhu postizeného organu (srdce nebo jat-
ra), jsou vSak znamy i pfipady, u kterych byly trans-
plantovany jak jatra, tak srdce. Nejvhodnéjsimi kan-
didaty pro transplantaci jater jsou jedinci s mutaci
Val30Met, ani to vS8ak nemusi byt vzdy zarukou
Uspéchu lécby, z divodu komplikaci, které mohou
po transplantaci nastat [18]. Jedna se o velmi inva-
zivni zplsob 1é¢by nevhodny pro vzacné mutantni
varianty transthyretinu. V nékterych pfipadech se
pouziva tzv. domino transplantace, pfi které jsou
jatra osoby postizené amyloiddézou dale transplan-
tovana darci s jinym postizenim jater (napf. hepato-
celularni karcinom, cirhéza). Takto transplantovana
jatra od jedince trpiciho hereditarni TTR amyloi-
dézou mohou totiz nemocného poSkodit depozici
amyloidu nejdfive za 20-50 let a svoji funkci v orga-
nismu mohou plnit zpravidla fadu let [22].

Amyloiddza spojend s mutaci v TTR zahrnuje dvé
formy klinické manifestace, a to familiarni amyloidni
polyneuropatii (FAP) a familiarni amyloidni kardio-
myopatii (FAC). Pfi FAC se amyloid hromadi primarné
v srdci a vede k srde¢nimu selhani, u FAP dochazi
k primarnimu poskozeni a hromadéni amyloidu pre-
devSim v perifernich nervech, travicim traktu nebo
v o¢nim sklivci. Svétova incidence FAP je udavana
1/ 100 000, incidence FAC je dosud neznama, inci-
dence pro Ceskou republiku jsou neznamé v obou
pfipadech. NejCastéji se vyskytujicim pfiznakem FAP
v raném stadiu amyloiddzy byva syndrom karpalni-
ho tunelu, ktery zaroven u nékterych piipadd mize
zUstat projevem jedinym [22, 23]. Zajimavym objek-
tem ve studiu amyloiddz je jejich penetrance. Ve
Svédské populaci se mutace Val30Met (zaména vali-
nu na pozici 30 za methionin) vyskytovala s nizkou
penetranci a s pozdnim nastupem nemoci (vékovy
primér 55-60 let) [24], zatimco v Portugalsku se
ta sama mutace projevovala s vysokou penetran-
¢l a nastup nemoci byl mezi vékem 30-35 let [25].
Neéktefi vyzkumnici se zaméfili na studium monozy-
gotnich dvoj¢at trpicich hereditarni amyloidézou se
snahou vysvétlit rozdily v penetranci, dosud vSak
nebyly pfesné vysvétleny. Velky vyznam v rozdilech
v penetranci ma geograficky plvod a s nim souvise-
jici rozdilné zivotni podminky.

S transthyretinem je spojena také nedédi¢na for-
my amyloiddzy nazyvana senilni systémova amyloi-
ddza (SSA). Vyskytuje se predevsim u muzd starsich
60 let, se zvySujicim se vékem jeji vyskyt rapidné
nartstd (v 90 letech az u50% jedincd muzské-
ho pohlavi). U SSA dochéazi k agregaci ,wild-type”
alely transthyretinu, zfejmé zpUlsobena poruchou
mechanismu proteolyzy, presné vysvétleni mecha-
nismu v8ak dosud neni znamé. Depozici amyloidu
dochéazi u malé kohorty jedincl k srdecni dysfunk-
ci. Nalez SSA byva Casto az nalezem pitevnim [26].
Jako mozna alternativa v IéSbé FAC a SSA se nabi-
zi 1ék Diflunisal (Merck & CO.), jedna se stejné jako

ktery mUze stabilizovat tetramer TTR in vitro, a tim
prfedchazi tvorbé amyloidnich fibril a jejich depozi-
ci v srdci [27]. Zatim je tento 1€k v Evropé i USA ve
fazi testovani a schvalovani pro pouziti v Ié¢bé FAC
a SSA [28].

Diagnostika amyloidéz spoc&iva ve stanoveni
mutace, ktera zplsobi zaménu aminokyseliny. Dri-
ve se jako diagnosticky standard pouzivala metoda
stanoveni polymorfismu délky restrikEnich ramének
(RFLP), ktera vSak neumozfiuje zjiSténi konkrétni-
ho druhu zamény, pouze prokazuje pfitomnost Ci
nepfitomnost mutace. DnesSnim standardem je vSak
stanoveni pomoci Sangerova sekvenovani, na nékte-
rych pracovistich jiz pomoci sekvenovani nové gene-
race (,next generation sequencing®), které umoznuje
vySetfit kompletni diagnosticky set vSech gent here-
ditarni amyloiddézy najednou. Samotnému sekveno-
vani ¢asto predchazi barveni vzork( abdominalni-
ho tuku popf. biopsii tkani pomoci Kongo Cerveng,
které je jednoduchou metodou stanoveni depozit
amyloidu. Barveni konzskou &erveni je jednoducha
alevna ,prediagnosticka® metoda a jeji senzitivita
se pohybuje kolem 80 % [29]. Po pozitivnim vysled-
ku u konzského barveni, a pokud nebyla zcela jas-
né stanovena diagndéza AL nebo AA amyloiddzy,
by mél byt kazdy podezfely nemocny vySetfeny na
pritomnost nékteré z mutaci. Vyhodou sekvenovani
noveé generace je Uspora ¢asu, kterého by bylo vyna-
lozeno pro sekvenovani genl jednotlivé, a ziskani
kompletniho genetického profilu vSech vybranych
genl. Pro Uplnost vySetreni by jedincm méla byt
poskytovdna konzultace zjisténych vysledkd s kli-
nickym genetikem. Jedinci, u nichz byla diagndza
potvrzena, by méli byt dostatec¢né informovani o rizi-
cich, ktera s sebou onemocnéni prinasi, o zpdsobu
léCby, objasnéni podstaty onemocnéni a pripadném
vyskytu této nemoci u planovanych potomkd.

Zaveér

U hereditarni amyloidézy v dneSni dobé existuje jiz
velké mnoZstvi poznatkd, které umoZnuiji a usnadriuji
velice dobry zachyt této nemoci v populaci. Ddlezitym
aspektem je v€asny zachyt onemocnéni, nebot
zavazné poskozeni organl je limitujicim faktorem pro
kvalitu Zivota. Pozdni diagnostika byva rovnéz prici-
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nou zvySenych ekonomickych nékladd, coz je dano
zdvaznym poskozenim organ a souvisejicimi kom-
plikacemi. PredevSim vSak v&asny zachyt zabranujici
dalS$imu rozvoji nemoci a poskozovani organ mdze
nemocnym prodlouzit zivot v 50 % pripadd az o 10 let
[30]. Stav diagnostiky hereditarni amyloiddzy v Ceské
republice ma zlepsuijici se tendenci, ne vzdy vSak byly
podminky pro diagnostiku tak dobré. | pfes predpo-
kladany nizky vyskyt noveé zjisténych diagnéz rocné
v Ceské republice (pfiblizné deset), by nemélo byt toto
onemocnéni stavéno na samy okraj zajmu, zviasté
proto, ze genetickd diagnostika je velice efektivnim,
jednoduchym a pfesnym nastrojem pro stanoveni
onemocnéni. DalSim z faktor(, pro¢ se vlastné zabyvat
diagnostikou tak vzacné nemoci, je mozné riziko pre-
nosu v roding, kde je pravdépodobnost pro potomky
50%, coz urcité neni zanedbatelné. Takovymto rodi-
nam je poskytnuto nasledné genetické poradenstvi
pro jednotlivé Cleny, pfi némz se zkouma rodinna his-
torie tohoto onemocnéni. Rozdily v préilbéhu onemoc-
néni mohou nastat nejen mezi jednotlivymi etnickymi
skupinami, ale také mezi rodinami, které jsou nositeli
stejné mutace nebo v ramci jedné rodiny se stejnou
mutaci. Stale vSak zUistava mnoho molekularné-gene-
tickych faktor( a vlivl prostredi, ovliviiujicich pribéh
amyloiddzy, které zatim jsou nevysvétlené. Oblast
diagnostiky a vyzkumu ma vSak tendenci rychle se
vyvijet, mizeme tedy ocCekavat pokroky v objasnéni
mechanism( patogeneze tohoto heterogenniho one-
mocnéni.
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