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Transtyretinova amyloidéza (ATTR) je zriedkavé systémové ochorenie, ktoré zaradujeme do skupiny ochoreni spéso-
benych konformacnou instabilitou proteinov. Hereditarne formy su autozémovo-dominantné genetické poruchy, kto-
ré su zapric¢inené patogénnymi variantmi transtyretinového génu (TTRv). V&cSina variantov vyvolava polyneuropatiu
podmienenu agregaciou ATTRvV proteinov v periférnych alebo autonémnych nervoch (ATTR-PN). V praci detailne po-
pisujeme Struktdru a funkciu TTR proteinu a patobiochemické mechanizmy vzniku amyloiddzy (polymerizaciu, asem-
blaciu, proteolyzu). Clanok prinésa informacie o vyskyte ATTR vo svete, o frekventovanych mutéciach a ich dopade na
klinicku manifestaciu ochorenia. Pokrok v diagnostike ATTR umoZnil zachytit rodiny a pacientov s variantmi Leul2Pro,
Val30Met, Val71Ala, lleul07Val taktieZ na Slovensku. V préaci su stru¢ne zhrnuté diagnostické postupy a molekuléar-
no-genetické a biochemické principy ovplyvnenia ATTR-PN.
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Genetic and biochemical aspects of transthyretin amyloidosis pathogenesis

Transthyretin amyloidosis (ATTR) is a rare systemic disease that belongs to group of diseases due to conformational
instability of proteins. Hereditary forms of ATTR are autosomal dominant genetic disorders determined by pathogenic
variants of transthyretin gene (TTRv). Most of variants generate polyneuropathy mediated by aggregation of ATTRv
proteins in peripheral or autonomic nerves (ATTR-PN). In this review we deal in detail with the subject of the struc-
ture, function of TTR protein and by pathobiochemical mechanisms of amyloidosis arising (polymerisation, assembly,
proteolysis). Data concerning frequency of ATTR in the world, frequent mutations and their impact on clinical pres-
entation are included in the paper. Progress in diagnostic of ATTR allowed to identify families and patients with vari-
ants Leul2Pro, Val30Met, Val71Ala, lleul07Val in Slovakia as well. In review we present information about diagnos-
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tic flow-chart, molecular-genetic and biochemical principles of ATTR-PN therapy.
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Proteiny podmienujice vznik amyloidé6z

Amyloidézy predstavuju skupinu ochoreni, pri ktorych Struk-
tdra proteinov a ich nestabilna konformacia sposobi tvorbu agre-
gatov a fibrilarnych Struktdr (amyloidov), ktoré sa nasledne
ukladaju extracelularne do réznych tkaniv. V tkanivach pritomné
amyloidové depozity sa vyznacuju afinitou k histochemickému
farbivu Kongo Cerveni a pri mikroskopickom vySetreni v pola-
rizovanom svetle spésobuju zelenkavy dvojlom tychto Struktar.
Ide stale o najCastejSie pouzivani metédu dokazu pritomnosti
amyloidov. Amyloidové proteiny sa daju taktiez zistit' imunohis-
tochemicky, Western blottingom a hmotnostnou spektrometriou
(MS) kombinovanou so sekvenovanim proteinov (proteomicka
analyza), ktorou sa da spolahlivo urcit typ amyloid6zy. Iba ¢ast
ochoreni popisovanych ako amyloidézy je zapriCinena gene-
tickymi determinantami. Viacero amyloid6z je spdsobenych
kombinaciou Gc€inku réznorodych faktorov a mechanizmov, ako
su chronické infekcie, zapaly, nadorové ochorenia, a preto su
definované ako sekundarne amyloid6zy. Systémové amyloidé-
zy sa vyznacuju poSkodenim viacerych organov alebo organo-
vych systémov, variabilnou klinickou manifestaciou a mézu byt
zdedené alebo ziskané. Prvi skupinu predstavuji hereditar-
ne amyloidézy, ktoré su zapriCinené zdedenymi patogénnymi
variantmi génov a syntézou amyloidogénnych proteinov, ako su:
transtyretin (ATTR), apolipoproteiny Al (AApoAl), All (AApoAll),
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ClII (AApoCIl), Clll (AApoClll), lahky imunoglobulinovy retazec
(AL), B2-mikroglobulin (AB2M), gelsolin (AGel), lyzozym (ALys)
cystatin-C (ACys), fibrinogén-a (AFib). Druh( skupinu predsta-
vuju nehereditarne amyloidézy vyvolané ukladanim apolipo-
proteinu AlV (AApoAlV), sérového amyloidu A (AA) alebo, wild“
variantov proteinov lahkého retazca imunoglobulinov, transty-
retinu, B2-mikroglobulinu. Existuju vSak aj hereditarne amylo-
idozy, ktoré poSkodia spravidla iba jeden organ (lokalizované
formy amyloidéz), ako je Alzheimerova choroba podmienena
B-amyloidovym prekurzorovym proteinom (3-APP), Parkinsono-
va choroba asociovana s a-synukleinom (AaSyn), Creutzfeldto-
va-Jakobova choroba so zistenymi variantmi prionového prote-
inu (APrP).

Medzinarodna spolocnost’ pre amyloidézy (International
Society of Amyloidosis - ISA) kazdé dva roky publikuje odpo-
racania tykajuce sa nomenklatiry amyloid6z a ich klasifikacie.
Z poctu 36 identifikovanych amyloidogénnych proteinov, 14 pod-
mienuje vznik systémovej amyloidézy, 19 lokalizované formy a 3
proteiny sa vyskytuju pri systémovych ako aj pri lokalizovanych
formach®. ISA konstatuje, Ze medzi amyloiddzy s zaradené
hlavne systémové ochorenia, u ktorych su proteinové agrega-
ty definované ako patogénne. Situacia je komplikovanejSia pri
lokalizovanych formach, ako je napriklad Alzheimerova cho-
roba alebo diabetes 2. typu, u ktorych je agregacia proteinov
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a tvorba amyloidu v patogenéze sice zrejma, avSak tento feno-
mén nepredstavuje primarny proces. Je nutné taktiez podo-
tknut, ze aj ked' zakladom amyloidov su polymérne Struktdry
amyloidovych fibril, depozity obsahuju aj iné proteiny, ako je
napriklad sérovy amyloidovy P-komponent (SAP) a proteogly-
kan heparansulfat (HSPG), ktoré ovplyviuju ich vlastnosti. SAP
podmienuje odolnost amyloidov voci degradacii a HSPG je pri-
¢inou kyslého charakteru agregatov. Vo vztahu k nomenklatire
amyloidovych proteinov, spolo¢nost odporaca oznacit amylo-
idovy protein pismenom A pred skratku proteinu (pozri vysSie
ATTR — amyloidovy transtyretin, AApoAl — amyloidovy apolipo-
protein-Al) a podobne. Nakolko aj proteiny bez zmeny primar-
nej Struktiry mdézu zapri€init amyloid6ézu, ako je to napriklad
pri senilnej systémovej amyloidéze, odporica sa takyto protein
oznacit' s priponou wt — skratkou pre wild typ (napr. ATTRwt).
Ochorenia, ktoré su zapric¢inené variantmi (mutaciami) génov
by mali byt oznacené radSej pojmom hereditarne namiesto
zauzivaného pojmu familiarne. ISA odportdca miesto skratky
pre mutaciu (m) pouzit' skratku pre variant (v), napriklad ATTRv
namiesto ATTRm. V pripade, Ze sa vyznacuje v proteine zmena
v sekvencii aminokyselin, odportc¢a sa pouzit' 1-pismenkovy kod
aminokyselin a Cislovanie sekvencie pre maturovany protein.
Podla uvedeného odporucania by napriklad zapis pre transty-
retinovy protein s patogénnym variantom spdésobenym zame-
nou aminokyseliny valin za metionin v pozicii 30 maturovaného
proteinu bol oznaceny skratkou ATTRV30M (pre prekurzorovy
transtyretin zapis je V50M).

Transtyretinova amyloid6za ako modelové
ochorenie systémovej amyloidézy

Ochorenia spdsobené ukladanim amorfnych depozitov v tka-
nivach popisal ako prvy Rokitansky (1842). Neskér Wirchow
(1854) zistil, Ze agregaty v postihnutom tkanive davaju farebnu
reakciu s jédom a kyselinou sirovou, podobne ako celuléza ale-
bo Skrob (amylon), preto tato substancia dostala nazov amy-
loid (3krobu podobna latka). Coskoro nato sa zistilo, Zze depo-
zity chemicky nie su sacharidovej, ale bielkovinovej povahy.
Celé storocCie bola patolégia schopna diferencovat amyloidézy
nanajvys ako primarne, ktoré boli sporadické alebo ako sekun-
darne, ktoré boli pozorované Casto u pacientov s chronickymi
zapalovymi ochoreniami (tuberkul6za, reumatoidna artritida,
osteomyelitida). Familiarnu formu amyloidézy ako prvy popisal
Ostertag® v r. 1950, ale skutoc¢ne prvy ¢lanok o familiarnej peri-
férnej neuropatii asociovanej s generalizovanou amyloidézou
publikoval v r. 1952 Andrade®. K predpokladu, Ze ide o heredi-
tarnu formu polyneuropatie ho priviedol fakt, Ze v portugalskej
provincii Pavoa de Varzim pozoroval vysoky vyskyt pacientov s
Jfoot disease". U pacientov sa vyskytovali parézy, hlavne dol-
nych koncatin, poSkodenie senzitivity prevazne dolnych konca-
tin, gastrointestinalne poruchy, sexualne a sfinktérové priznaky
dysfunkcie vegetativnych nervov. Trvalo priblizne 30 rokov, kym
sa neobjasnila biochemické a geneticka podstata tejto amyloido-
zy, ktorou bola mutacia v transtyretinovom géne zodpovedna za
syntézu amyloidogénneho proteinu ATTRV30M spdsobujuceho
tvorbu agregatov a familiarnu amyloidovu polyneuropatiu (FAP)
@, Transtyretinova amyloidéza predstavuje systémové ocho-
renie, ktoré je podmienené samotnou Struktdrou TTR proteinu
(B-skladany list) ako aj existenciou amyloidogénnych variantov
(mutacii) génu TTR. Amyloidézu mozu spdsobit tak mutované
formy TTR, ako aj wt forma. Genetické priciny - varianty génu
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(TTRv) spdsobuju ochorenia s autozémovo dominantnym
typom dedi¢nosti s roznym stupriom postihnutia tkaniv a s r6z-
nou mierou penetrancia ochorenia. Mnohé mutacie spdsobuju
hereditarnu amyloidovl polyneuropatiu s agregaciou ATTRv
proteinov v periférnych alebo autonémnych nervoch (ATTR-PN
resp. TTR-FAP). Syndrém karpalneho tunela je popisany ako
skory, ale neSpecificky priznak TTR-PN a je rezistentny na chi-
rurgicku terapiu. Niektoré mutécie (D18G, A25T) spbsobuju roz-
voj okuloleptomeningealnej formy amyloid6zy (TTR-OLM), ktora
vyvola poskodenie CNS s minimalnym postihnutim inych orga-
nov. Familiarna amyloidova kardiomyopatia (ATTR-CM, resp.
TTR-FAC) je charakteristicka forma iba pri niekolkych mutaciach
(V122l, L111M, 168L, T60A)®. Poskodenie myokardu sa vSak
¢asto zisti pri formach s dominujiicim nalezom polyneuropatie®.
Casté su priznaky poskodenia o&f — opacity sklovca, glaukém,
pupilarne poruchy. Siroka $kala gastrointestinalnych priznakov
(pocit skorej sytosti, nauzea, vomitus, konstipacia, diarrhea,
inkontinencia) je znamkou poskodenia ¢revného traktu a vege-
tativnych nervovych vlakien, zvlast pri hereditarnych formach
TTR amyloidézy. Pri mutacii TTRV30M az 59 % pacientov ma
uvedené GIT priznaky uz v skorych Stadiach ochorenia®. Senil-
na systémova amyloidéza (SSA) je ziskana sporadicka forma
transtyretinovej amyloid6zy, ktora postihuje vacSinou muzov vo
vySSom veku a agregaty obsahuji ATTRwt protein. Nakolko sa
depozity nachadzaju hlavne v srdci, v literatlre je tato forma
popisované aj ako senilna kardialna amyloidoza. Castejsi je
taktiez vyskyt syndrému karpalneho tunela u pacientov so SSA.
Depozity ATTRwt sa vSak zistili okrem srdca aj v pltcach, obli¢-
kach a v stenach ciev. Prevalencia SSA sa odhaduje na 10 % az
25 % u 0s06b starSich ako 80 rokov. V diferencialnej diagnostike
je nutné odlisit tuto formu od TTR-FAC, €o je mozné sekvenova-
nim TTR génu, alebo od primarnej AL amyloidézy, ktora ma na
rozdiel od SSA Klinicky rychlu progresiu srdcového zlyhania®.

Transtyretinovy gén a jeho expresia

Gén pre transtyretin (TTR, OMIM 176300) sa nachadza na
chromozéme 18qg12.1 a genémicka DNA obsahuje 7258 bp.
U cicavcov je gén znacne konzervovany s 80 % medzidruho-
vou zhodou sekvencii. TTR gén vznikol v evollcii duplikaciou
a mutaciami pévodného génu TLP (transthyretin - like protein),
ktorého proteinovy produkt je u cicavcov lokalizovany v peroxi-
zémoch. Pévodny protein ma katalytickd funkciu s enzymovymi
aktivitami 5-hydroxyizourat hydrolazy a OHCU-dekarboxyla-
zy, ¢im sa kompletizuje degradacia purinovych baz a kyseliny
mocovej u vacsiny zivoc€ichov. Mutacie v TLP géne u €loveka
spoOsobhili substitdciu aminokyselin (pozicie 19, 116, 119 maturo-
vaného TTR), v désledku ¢oho doslo k strate enzymovych aktivit,
ale sucasne sa ziskala schopnost' viazat tyroniny v kreovanom
centralnom kanali®. V evollcii sa teda funkcia duplikatu TLP
modifikovala a génovy produkt — transtyretin ziskal vlastnosti
transportéra tyroninov a retinolu®®. U primatov vratane ¢loveka
sa stal nefunkény aj enzym uratoxidaza. Postupné nahromade-
nie mutacii v evoldcii spésobilo vyrazné znizenie aktivit enzy-
mu az uplnd stratu syntézy funkéného proteinu, podmienenou
mutaciami charakteru stop kodénov. Oba modifikované gény sa
vSak nachadzaju ako pseudogény v gendéme Cloveka. V dbsled-
koch tato strata enzymovych aktivit vedie k zaniku degradac-
nej cesty a kyselina mocova sa u cloveka nemetabolizuje,
pricom jej vysoké hladiny maju kauzalny vztah k patogenéze
dny. Na druhej strane, kyselina mocova je efektivny antioxidant
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a pravdepodobne benefitom jej vysokych hladin je predizenie
Zivota hominidov*?. Predpoklada sa, zZe oba evolu¢né proce-
sy, ako je modifikacia funkcie TLP a zvySena hotovost kyseli-
ny mocovej spdsobena nefunkénou uratoxidazou, sa podielaju
u Cloveka na vysSej inteligencii a protektivnom efekte voc€i neu-
rodegenerativnym ochoreniam.

Génova expresia TTR je vyznamna iba v peceni, v pankre-
ase, v pigmentovych bunkach sietnice a v plexus chorioideus
(PCH) a hoci protein je pritomny aj v inych tkanivach, zrejme ide
o deponovany pecenovy transtyretin. Treba zdéraznit, ze TTR
je jediny protein viazuci tyroniny, ktory je syntetizovany taktiez
v mozgu. Zostrihom pre-mRNA TTR vznikne mRNA s 957 bp
obsahujica 4 exdny, ktoré sa translatuju do proteinu obsahu-
juceho 147 AMK. Prvych 20 AMK predstavuje signalny peptid,
ktory sa procesom limitovanej proteolyzy odstiepi a vznikne
maturovany protein so 127 AMK (obrazok 1). Varianty v kédu-
jucich oblastiach exénu 2 az exénu 4 su zodpovedné za génové
patolégie.

Struktara a funkcia transtyretinu

TTR je syntetizovany ako nizko molekulovy protein
(M-14000), ktory asociuje na homotetramérovy komplex s rela-
tivnou molekulovou hmotnostou M-55000. Jeho vySSia pohyb-
livost pri elektroforetickom deleni proteinov plazmy v porovna-
ni s albouminom podmienila jeho pévodné pomenovanie ako
prealbumin (PALB). Hodnoty TTR v sére st 200 az 400 mg/I
av likvore 10 az 40 mgl/l, pricom v tejto tekutine predstavuje TTR
az 25 % podielu bielkovin. Charakteristickou ¢rtou TTR proteinu
su nadmolekulové asociacie, ktoré vedi ku vzniku jeho homodi-
mérov, dalej homotetramérov a su€asne umoznuju vazbu hor-
monov Stitnej Zlazy (hlavne T4) s uplatnenim negativneho koo-
peracného efektu privazbe druhej molekuly hormoénu. Nasledna
vazba s dvoma molekulami nizko molekulového proteinu viazu-
ceho retinol (RBP4 s M-21000) podmieni vznik bielkovinového
komplexu, ktory viaZze a prenasa do tkaniv nielen tyroniny, ale

aj retinol (transportér tyroxinu a retinolu - transtyretin). Pro-
teinové komplexy sa vyznacuju hydrofébnym charakterom a su
vyznamnymi prenaSacmi ligandov pre transkripéné faktory (jad-
rové receptory) ovplyviujlice génovu expresiu. Pre Ulohu TTR-
RBP pri rychlom ovplyviiovani kaskady metabolickych a zapalo-
vych reakcii ako odozvy na stresové podnety a pre znizenie ich
sérovych hodn6t, komplex PALB-TTR sa zaraduje medzi nega-
tivne reaktanty akutnej fazy. Vzhladom na nizky pol€as obratu
PALB (2 dni) sa tento sérovy komplex taktiez vyuziva ako citlivy
parameter na posudenie nutricného stavu pacientov*®. Nakol-
ko tyroniny sa m6zu transportovat’ nielen prostrednictvom TTR
(20 %) ale aj prostrednictvom tyroxin viazuceho proteinu (TBP
70 %) a albuminu (10 %), predpoklada sa omnoho vyznamnej-
Sia funkcia komplexu TTR-RBP pri transporte retinolu (az 90 %)
ako tyroninov. Nadmolekulovy komplex su€asne chrani malé
molekuly RBP pred ich rychlou eliminaciou, nakolko monomér
sa lahko dostava do primarneho mocu pri glomerularnej filtracii
a je eliminovany digestivnym mechanizmom. Nadbytok TTR vo
vztahu k RBP v plazme (4,0 mmol/l, resp. 2,0 mmol/l) favori-
zuje vytvaranie komplexov a predstavuje U¢innt ochranu RBP
pred eliminaciou. U niektorych pacientov s FAP sa pozoruju zni-
zené hodnoty TTR avSak bez vplyvu na hodnoty T3,T4 a reti-
nolu v tkanivach. Na druhej strane, su popisané mutacie TTR
génu, ktoré ovplyviuju jeho afinitu k tyroninom a su asociova-
né s hypertyroxinémiou (Gly6Ser). Okrem transportnej funkcie
transtyretin ma este kryptogénnu proteolytick( aktivitu a TTR je
opisovany ako peptidaza neznameho typu. Priblizne 1 % az 2 %
proteinu sa nachadza v komplexe s ApoA-I, ktory je substratom
pre TTR. Protein Stiepi taktiez amyloidovy [-peptid a neuropep-
tid Y in vitro. TTR vytvara komplexy so Zn?* kationmi, preto sa
predpoklada, ze je metalopeptidaza, ktora by mohla mat' vyz-
nam pri patogenéze inych amyloidéz alebo ateroskler6ze®.
Syntéza a funkcia transtyretinu v mozgu si zasluzi osobitna
pozornost. Iba mala frakcia TTR v likvore pochadza z pecene,
vacsina molekul sa syntetizuje v bunkach PCH, su secernované

Obrazok 1. Struktira TTR génu, transkripcia, translacia a posttransla¢na tiprava proteinu
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do likvoru, pricom predstavuju najvyznamnejsi protein viazuci
tyroniny. Funkcia TTR je Uzko spata s vyvojom mozgu a s enor-
mnym vzrastom hmotnosti mozgu pocas evollcie stavovcov.
Evolucne, syntéza TTR v PCH sa objavila ovela skor nez jeho
syntéza v pec¢eni®®. Nakolko hemato-encefalicka bariéra obme-
dzuje dostupnost’ ostatnych plazmatickych proteinov transpor-
tujacich hormony Stitnej zZlazy, syntéza TTR v PCH zohrava
mimoriadny vyznam a zabezpec€uje efektivnu distribdciu tyroni-
nov do diferencujucich sa tkaniv. Na rozdiel od peCene génova
expresia v PCH ma konstitutivny charakter a nie je ovplyvnena
faktormi, ktoré vyvolavaju represiu niektorych proteinov akutnej
fazy, vratane TTR.

Patobiochemicky mechanizmus vzniku
transtyretinovej amyloidézy

Podstatnou strankou, ktora objasfuje mechanizmus patoge-
nézy amyloidoz, je Struktlra proteinov a vplyvy podmieriujlce
instabilitu ich vySSich Struktar. Nakolko ide o zasadny mecha-
nizmus pri vzniku amyloid6z, vratane transtyretinovej, tento typ
porich mozno zaradit medzi ochorenia konformacnej instabi-
lity proteinov. Konformacia TTR retazcov sa spontanne vytva-
ra na zaklade mnohych relativne slabych interakcii, ako st vodi-
kové mostiky, elektrostatické interakcie, hydrofébne interakcie
(exltzie vody v dbsledku asociacie hydrofébnych zvyskov valinu,
leucinu, izoleucinu, fenylalaninu, metioninu, alaninu a glycinu).
Konformacia proteinov je vysledkom tzv. folding procesu, ktory
je determinovany principom dosiahnutia ¢o najnizsej vnatornej
energie proteinového retazca a taktiez jeho nadmolekulovych
komplexov. Priestorové usporiadanie proteinov je podrobené
kontrole prostrednictvom molekulovych chaperénov, metabo-
litov a folding enzymov. Zle poskladané proteiny (missfolded
proteins) su odstranené komplexnym mechanizmom, ktory kon-
Ci proteolytickymi procesmi v proteazéme. Proteinovy retazec
TTR je zloZzeny zo 127 AMK a formuje sa do ésmich (-retazco-
vych blokov (A,B,C,D,E,F,G,H) prerusenych kratkym a-helixom
medzi E a F blokom®. Dimerizaciu monomérov podmieriuju
vazby vodikovymi mostikmi medzi H-H a F-F blokmi, kym za
vznik tetramérovej Struktlry su zodpovedné hlavne hydroféb-
ne interakcie. Tetraméry vytvaraju centralny hydrofébny kanal
s vazobnymi miestami pre T4 alebo iné ligandy, ktoré stabilizuju
Struktiry oligoméru. Vazobné miesta pre RBP su lokalizované
na povrchu komplexu a hoci tetramér ma 4 miesta pre vazbu
s RBP, naviazanie proteinu negativne ovplyviuje vazbu dalSich
molekul, takze prakticky TTR/RBP komplex obsahuje iba dve
molekuly RBP (obrazok 2). Pre vytvaranie fibril a amyloidovych
agregatov je potrebné ovplyvnenie rovnovahy v prospech tvorby
monomérov namiesto tetramérov. Cely rad endogénnych fakto-
rov, ako su patogénne varianty TTR, posttranslacné modifikacie,
koncentracie inych proteinov (fibrinogén, al-antitrypsin, hap-
toglobin, a-2 makroglobulin), metabolitov a i6énov (Ca?*) moze
ovplyvnit rovnovahu. VSeobecne sa za rizikové faktory rozvoja
ATTR povazuje vek a oxidacny stres. V teorii amyloidogenézy
sa Casto zd6raznuju niektoré stranky komplexného mechaniz-
mu, ktorého princip spociva v missfoldingu TTR®®. Downhill
polymerizaény mechanizmus akcentuje zmenu termodyna-
mickej rovnovahy v prospech zvySeného zastipenia monomé-
rov, respektive zle poskladanych proteinov, ktoré spontanne
polymerizuju a vytvaraju amyloidové agregéaty. Oligomérovy
asemblaény mechanizmus zd6razfiuje, Zze stavebné bloky
pre tvorbu amyloidov — diméry a tetraméry su konformacne
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stabilné vdaka chemickému cross-linkingu a vytvaraniu novych
nadmolekulovych interakcii, zvlast pri patogénnych variantoch
TTR. Polymerizacia zavisla na tvorbe jadier prirovnava pro-
ces k rastu krystalov, pri ktorom sa asociaciou monomérov pri
ich zvySenej koncentracii vytvaraji jadra, ktoré posobia ako
templaty pre dalSie zgrupovanie monomérov a tvorbu fibrilar-
nych Struktar. Biofyzikalnymi metédami sa zistilo (in vitro), ze
monomeéry sa zoskupuji do sférickych agregatov (15-40 nm)
a nasledne vznikaju angularne protofibrily (65x13 nm), ktoré
vytvoria fibrilarnu siet®”. Predpoklada sa, Ze v pociatocnych $ta-
diach FAP je transtyretin deponovany v tkanivach v nefibrilarnej
forme a nefarbi sa Kongo Cervenou. ATTR depozity sa zistia
v kazdej Casti periférneho nervového systému, pricom najskor
su pritomné v malych myelinovych vlaknach a az neskér vo vel-
kych. Pri geneticky podmienenych formach ATTR sa pozoruje,
Ze stavebna jednotka vo forme diméru obsahuje minimalne 1
mutovany protein a v pripade tetraméru 2 mutované proteiny.
V agregatoch je pritom pomer TTRv: TTRwt spravidla 2:1. Na
druhej strane, v plazme je u pacientov s heterozygotnou formou
ATTR tento pomer 1:2. Proces tvorby amyloidovych agregatov
je znazorneny na obrazku 3. Snaha porozumiet' mechanizmu
agregacie a amyloidogenézy nastolila otazku, ktoré segmenty
transtyretinu zohravaju v tomto procese kauzalnu tlohu. Kom-
binaciou molekularno-genetickych, biofyzikalnych, biochemic-
kych pristupov a transmisnej elektronovej mikroskopie sa ziskali
Udaje, ktoré odhaluju vyrazné rozdiely jednotlivych segmentov
TTR v patogenéze. Boli identifikované viaceré segmenty pod-
mienujuce agregaciu a tvorbu fibril. Ako podstatné sa ukazali
Useky, ktoré sa nachadzaju v F, H- 3 retazcoch a v a-helixovej
slucke transtyretinu. Tieto segmenty pohanaju agregaciu tym,
Ze spontanne asociuju a vytvaraju priestorovu zipsovu kostru
pre tvorbu fibril. Pri segmente °**AEVVET®® nachadzajicom
sa v F retazci substiticia E92P a V94P (glutamatu za prolin,
resp. valinu za prolin) vyrazne zamedzi agregacii a tvorbe fibril,
a preto sa predpoklada, ze v patogenéze TTR amyloidozy je
tento segment kli€ovy. Segment **TAVVTN!?* |okalizovany v H
retazci ma zrejme ulohu Useku zodpovedného nie za agregaciu,
ale za tvorbu fibril. Z terapeutického hladiska otvaraju ziskané
poznatky moznost ovplyvnit agregaciu TTR pomocou syntetic-
kych peptidovych inhibitorov ®, ktoré posunt rovnovahu v pro-
spech tetramérov.

Obrazok 2. Fazy tvorby nadmolekulovej Struktiry TTR-RBP s parti-
cipaciou ligandov tyroxinu (T4) a retinovej kyseliny (RA)
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Obrazok 3. Procesy amyloidogenézy s uplatnenim downhill polymerizacného mechanizmus

MONOMERY

AMYLOIDOVE AGREGATY-FIBRILY

Noveé proteomické technoldgie (MALDI-MS) umoznili detailnt
molekulovo-Strukturalnu analyzu amyloidovych fibril a odhalit
v patogenéze transtyretinovej amyloid6zy vyznamny mechaniz-
mus — proteolytické Stiepenie. TTR variant S52P (serin/pro-
lin) podmienuje vznik agresivnej formy hereditarnej systémovej
amyloidézy. Analyzou sa zistilo, ze v amyloidoch su pritomné
proteiny ATTRwt, ako aj ATTRS52P s plnou dizkou retazca (127
aminokyselin), avSak tieto suU zastipené minoritne. Hlavnym
komponentom fibril je C-terminalny fragment obsahujtci 49-127
aminokyselinu, ktory pochadza najma z mutovaného proteinu.
Fragment je produktom limitovanej proteolyzy a ma vyraznu
schopnost agregovat’ a vytvarat amyloidoveé fibrily. Proces Stie-
penia TTR je znazorneny na obrazku 4. Za zvySené proteoly-
tické Stiepenie je zodpovedna konformacna zmena vyvolana
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substitiiciou serinu za prolin, ktord ma dopad na vodikové vaz-
by v otocke spéjajucej C a D retazce®. Zda sa, Ze pri viace-
rych amyloidogénnych variantoch ATTR tento region zohrava
vyznamnu uUlohu v patogenéze tym, Zze konformacna zmena
obnazi poziciu Lys* — Thr*® a spristupni Stiepne miesto pre pro-
teolyzu. Uloha enzymu s vlastnostami podobnymi trypsinu pri
Stiepeni TTR bola overena experimentalne a potvrdila sa jeho
funkéné podobnost s trypsinom, nakolko enzym je inhibovany
dimetylformamidom. Detailne bol preskimany vplyv niektorych
substittcii v oktapeptide Ala*-Ser*-Gly*’-Lys48-Thr49-Ser®-
Glu®-Ser®? na proteolyzu katalyzovanu trypsinom. Substitcia
Lys*/Ala Uplne zastavila Stiepenie peptidu, kym pri substitucii
Ser®?/Pro a Thr*/Ala k Stiepeniu peptidu dochadza. Pri muta-
cii Ser®?/Pro, ktora je zndma ako vysoko patogénna vo vztahu

NEUROLOGIA 9
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Obrazok 4. Proteolytické Stiepenie TTR proteinu - sti€ast’ mechanizmu amyloidogenézy

H,N

k rozvoju amyloid6zy®?, Stiepenie oktapeptidu s prolinom bolo
az 7,5x rychlejSie ako je to u Standardného polypeptidu®@. Vplyv
prolinovej substiticie na konformacnd zmenu TTR a na nasle-
dovnu proteolyzu je teda evidentny. Pri porovnani vplyvu niekto-
rych TTR variantov na proteolyzu bol ur¢eny nasledovny vztah.
S52P>V122T>L55P>V30M>WT>T119M. Z uvedeného taktiez
vyplyva, Zze mutécia T119M zvySuje odolnost voci proteolytické-
mu Stiepeniu a zabraruje amyloidogenéze.

Mechanizmus transtyretinovej patogenézy zalozeny na
molekularno-genetickych pricinach a désledkoch je vSeobecne
prijimany, no napriek tomu existuje viacero faktov, ktoré sved-
¢ia o tom, Ze chybaju eSte nejaké dalSie podmienky pre akce-
leraciu procesu. Je evidentné, Ze podstata patobiochemického
(fyzikalneho) mechanizmu sa skryva v dynamike foldingu TTR
proteinu, v asemblacii podjednotiek a taktiez v proteolyze. Na
druhej strane, kryStalografické trojrozmerné Stadie neidentifiko-
vali zmeny vo vysSich Struktirach TTRwt a TTRv oligomérov.
Rezidua 49-127 C-terminalnych fragmentov su majoritné kom-
ponenty amyloidovych fibril bez ohladu na typ mutacii, z ¢oho
rezultuje, Zze proteolytické Stiepenie je rozhodujici mechaniz-
mus, ale samotné nestaci. Po digescii v chromatografickych
zaznamoch su stale pritomné tetramérové Struktiry TTR. Novy
koncept mechano-enzymového Stiepenia si vSima pdsobenie
biomechanickych sil, ktoré destabilizuju tetramérové Struktary
a spodsobuju amyloidov fibrilogenézu®@?. Ide o mechanické sily
posobiace v srdci a aj v cievach. Procesy podielajuce sa na
amyloidogenéze znazorfiuje obrazok 5.

Genetické varianty — najvyznamnejSie determinanty
transtyretinovej amyloidézy

Z vnutornych faktorov kauzalny vplyv na tvorbu amyloidov
maju tzv. amyloidogénne mutacie TTR génu, ktoré destabilizu-
ja vysSie Struktdry a zvy3uji mnohonasobne ich rozpad. Cas-
tym miestom amyloidogénnych mutacii su pozicie aminokyse-
lin 45 az 58 — region s vldknami C a D a ich sluckou, ktory
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Signalna peptidaza

147 AMK

Trypsinova peptidaza

127 AMK

79 AMK

je nachylny na konformacné zmeny, ktoré nasledne ovplyviiuju
aj hydrofébne interakcie medzi D a A vlaknami@®. Ako sme uz
spomenuli, variant L55P spdsobuje zanik vodikovych véazieb
medzi D a A vldknom, variant V30M spdsobi oslabenie vazby
medzi Cys'® a Gly*’, ¢im sa exponuje tiolova skupina, ktora hra
vyznamnu Glohu v amyloidogenéze®. Mutacné, hot spots” su
pritomné taktiez v tripletoch pre aminokyseliny v pozicii 6, 30,
119, v miestach kde sa nachadzaju zoskupenia CpG dinukleo-
tidov podliehajicich metylacii cytozinu, ¢im sa zvySuje pravde-
podobnost zameny 5-metyl-cytozinu za tymin a vzniku variantov
Gly6Ser, Val30Met, Thr119Met. V géne TTR bolo identifikova-
nych viac ako 120 zamen, z €oho priblizne 110 predstavuju amy-
loidogénne varianty charakteru missense zameny. Prevalencia
ATTR sa v Eurépe, okrem endemickych regionov, odhaduje na
1:100000. NajCastejSou mutaciou vo svete, ktora spdsobuje
ATTR-PN, je mutécia Val30Met s vysokou prevalenciou v Por-
tugalsku, Svédsku a v Japonsku. Dal3ie frekventované mutéacie,
akosuVall22lle (afroamerickd), Leu1l11Met (danska), lleu68Leu,
Thr60Ala sa manifestuju vo forme familiarnej kardiomyopatie.
Vyskyt najfrekventovanejSej formy variantu Val30Met ma roz-
ny evoluény pdvod — portugalsky, ktory vznikol pred priblizne
750 rokmi a Svédsky s prvym predkom pred 380 rokmi. Tieto
dve populacie maju rézne haplotypy, avSak v Japonsku su az
tri rozdielne haplotypy, teda mutacia nemé jedného spolo¢ného
predka. Vo vztahu k manifestacii existuje rozdielna expresivita
TTR-PN v zavislosti od geografického pdvodu a od pohlavia,
priCom tazsSie formy sa vyskytuju spravidla u muzov. V Portugal-
sku a Japonsku je vysoka penetrancia ochorenia (do 50 rokov
az 80 %), nizSi vek nastupu (priemerne 35 rokov) a rychlejsi
progres s exitom do 10 rokov. Oproti uvedenému vo Svédsku
penetrancia ochorenia je velmi nizka (do 30 rokov iba 1,7 %, do
60 rokov iba 22 %) a priemerny vek nastupu ochorenia s poma-
lou progresiou je az 56 rokov. Tieto populacné rozdiely stale nie
su dostatocne vysvetlené, uvazuje sa o participacii inych pro-
tektivnych génov alebo nekddujucich oblasti. Vzhladom nato,
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Ze ATTR je zriedkavé ochorenie, nemdzu byt spolahlivé Udaje
o frekvencii variantov v menSich populaciach. Register pacien-
tov z Velkej Britanie® odhalil, Ze az 42 % pacientov z ATTR
ma kardiomyopatick( formu zapriinena variantom Vall22lle
zapadoafrického pdvodu. DalSie dve frekventované mutécie
podmienujice ATTR-PN maju podiel 25 % (Thr60Ala irskeho
pdévodu) a 16 % (Val30Met paneurépskeho pdvodu). Ostatnych
priblizne 40 mutacii ma frekvenciu spravidla nizSiu ako 1 %. Pre
populaciu Sicilie, Sardinie a balkanskych krajin je frekventova-
nym variantom Glu89GIn s manifestaciou FAP vo veku 40 az
60 rokov ?%27 ale Casto aj s prejavmi kardiomyopatie. Publi-
kovany prehlad o vyskyte TTR-FAP v eurépskych krajinach®®
neobsahuje informacie tykajuce sa stredoeurépskych a vycho-
doeuropskych krajin zrejme kvoli nedostato¢nej diagnostike. Ina
Stadia® vychadza z Gdajov o viac ako 500 pacientov z 32 krajin
konstatuje, Ze najfrekventovanejSie su Styri mutacie — Val30Met
(47,6%), Ser77Tyr (10,0 %), Ala97Ser (6,5 %) a Phe64Leu
(4,4 %). Udaje st ovplyvnené skutoénostou, ze az 18 % vzoriek
pochadza z endemickych oblasti Portugalska, Svédska, Japon-
ska s prevahou mutéacie Val30Met. V diagnostike a zachyte
pacientov s ATTR-PN na Slovensku doSlo v poslednych rokoch
k vyznamnému progresu a boli identifikované rodiny s variantmi
Leul2Pro, Val30Met, Val71Ala a lleul07Val. Na obrazku 6 su
znazornené varianty TTR vo forme zamen v TTR proteine vo
svete av SR. Prehlad o vyskyte a manifestacii ochoreni s rézny-
mi typmi mutécii moZno néjst’' v kapitole, Amyloidosis* Benson®®
a v databazach:

Obrazok 5. Mechano-enzymovy koncept TTR amyloidogenézy
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1/2020

ROZSTIEPENEMUT-TTR

:{E
AGREGACIA - FIBRILOGENEZA .

|

PREHLADOVE PRACE

https.//www.omim.org/entry/176300 a www.amyloidosismu-
tations.com/mut-attr.php.

Diagnostika transtyretinovych portich

Transtyretinova amyloidéza je zriedkavé ochorenie, s ktorym
sa stretne len malo lekarov. Vzhladom na dominantné postih-
nutie nervového systému a polyneuropatiu spravidla to je neu-
rolég, ktory suponuje takéto ochorenie a musi zvazit' indikaciu
potrebnych vySetreni. Hereditarna povaha ochorenia predurcu-
je, ze na diagnostike ochorenia participuju genetici, ktori vyhod-
notia genealogické Gdaje a navrhni DNA diagnostiku. Diagnos-
ticky algoritmus ur€uju aj technické moznosti krajiny, pricom sa
zohladnuju medzinarodne odporacané diagnostické, guideliny*,
pozri ziadanka na vysSetrenie TTR v SR na stranke: https:/
www.unb.sk/ustav-lekarskej-biologie-genetiky-a-klinickej-gene-
tiky-If-uk-a-unb/. V populacii s nizkou prevalenciou ATTR-PN,
so sporadickymi formami a s neskorou manifestaciou by mala
Specialnym vySetreniam predchadzat biopsia tkaniv a dékaz
amyloid6zy histologickymi (farbenie Kongo Cervenou) alebo
imunohistochemickymi metédami. Vhodné tkaniva su subku-
tanne tukové tkanivo, koza, rektalna mukéza, nervové tkanivo,
slinné Zl'azy, oblicky. Senzitivita a Specifickost tohto vySetrenia
sa pohybuje okolo 70 % az 80 %. Druhy krok nevyhnutne pred-
stavuje proteomicka analyza (v SR nedostupna) alebo moleku-
larno-geneticka analyza TTR®, Diagn6zu ATTR nie je mozné
urCit' na zaklade vySetrenia urcitého Specifického markera séra
alebo plazmy. Pomocou proteomickych metéd (MS) je mozné po

SRDCE; CIEVY
BIOMECHANICKE SILY

e
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imunoprecipitacii transtyretinu séra a dalSich narocnych postu-
pov urCit proteinové varianty®V a diagnézu definitivne potvrdit
molekularno-genetickou analyzou. Pri endemickom vyskyte
a vysokom zastUpeni urcitého variantu mozno indikovat vySet-
renie konkrétneho variantu a podobne mozno postupovat, ak
je v rodine znama mutacia. V ostatnych pripadoch sa indiku-
je sekvencna analyza celého génu. Senzitivita a Specifickost’
vySetrenia je takmer 100 % nakolko u TTR génu boli zistené
iba mutacie charakteru bodovych substittcii. Vzhladom na pod-
mienenost’ vzniku amyloidéz viacerymi proteinmi a viacerymi
génovymi variantmi sa odporuca v niektorych vyspelych kraji-
nach (USA) naro¢nejsi diagnosticky algoritmus s kombinaciou
proteomickych a molekularno-genetickych metéd. Proteomické
analyzy su robustné pristupy, pomocou ktorych mozno identifi-
kovat typ amyloidogénneho proteinu a jeho Strukturalne zme-
ny. Prehlad proteomickych pristupov pri diagnostike amyloidéz
je podrobne popisany v citovanych publikaciach®?3?, Iniciativa
viacerych eurdpskych krajin s vy§§im vyskytom ATTR (Europe-
an Network for TTR-FAP — ATTReuNET) viedla k vypracova-
niu odporucania diagnostického postupu zalozenom na aplika-
cii neurologickych testov, histologickych a genetickych analyz
(sekvencna analyza TTR) ako zlatého diagnostického Standar-
du®¥. Na druhej strane, nové a finanéne nenarocné technolégie
masivneho paralelného sekvenovania (MPS-NGS) opodstatriu-
ju uprednostnit’ pri diagnostike familiarnych systémovych amy-
loid6z geneticky pristup s vySetrenim panelu cielenych génov
(targeted next generation sequencing)®®. Vo vztahu k spravne-
mu nacasovaniu terapie ATTR je nutné monitorovat progresiu

Obrazok 6. Vyskyt variantov TTR proteinu vo svete a v SR

Exdn 1
20 AMK |

ochorenia a posudit stupen poskodenia periférnych nervov. Zda
sa, ze k tomuto cielu by bolo mozné vyuzit ako vhodny biomar-
ker urCenie hladin plazmatického neurofilamentového lahkého
retazca (pNFL), ktorého narast koreluje so Stadiom ATTR-PN
u pacientov s Val30Met variantom©®),

Molekularne a genetické mechanizmy ovplyvnenia

transtyretinovej amyloidézy
ATTR-FAP je prikladom zriedkavého ochorenia, u ktoré-

ho poznanie etiolégie a mechanizmov patogenézy podstatne
prispelo k vyvoju novych efektivnych terapii. Z hladiska mecha-
nizmu Gcinku stcasné dostupné terapie ATTR mo6zu ovplyvnit:

- zastavenie syntézy patogénneho ATTRv transplantaciou pe-
cene,

- postranskripEnu represiu génovej expresie ATTRv pomocou
antisense oligonukleotidov (ASO) alebo pomocou kratkych
inhibujdcich RNA (siRNA),

- blokovanie efektu missfolding proteinov pomocou protilatok —
imunoterapia,

- zablokovanie disociacie RBP-TTR komplexov pomocou
inych proteinov,

- inhibicia proteolytického Stiepenia TTR,

- stabilizacia TTR homotetramérov prirodnymi
a farmakami

- znizenie tvorby agregatov a amyloidovych fibril.

latkami
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Obrazok 7. Chemicka Struktuira latok stabilizujicich RBP-TTR komplexy
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Vzhladom na velky rozsah poznatkov obmedzujeme sa
len na struény popis molekularnych mechanizmov ovplyv-
Aujucich amyloidogenézu a odvolavame sa na pocetné
publikacie ¢7:38.3240 Od prvej transplantacie v r. 1996, transplan-
tacia sa dlho povazovala za Standardny a G¢inny pristup, nakolko
eliminovala efekt patogénneho ATTR. Z hladiska mechanizmu
ide v podstate o génovu terapiu. Neodporica sa pri varian-
toch TTR, ktoré suCasne vyvolavaju aj amyloidézu myokardu
(TTR-FAC). Najviac skusenosti vo svete je s pacientmi s Val-
30Met variantom, u ktorych ma tato terapia dobry a dlhodoby
efekt. Medzi terapiu zaloZenu na genetickom principe mézeme
zaradit' tzv. RNA supresiu pomocou syntetickych oligonukle-
otidov, ktoré sa viazu na 3 neprekladané oblasti (UTR) tran-
skriptu mRNA. Inotersen predstavuje ASO s jednym retazcom
DNA (ssDNA), ktory je komplementarny k mRNA-TTR a po jeho
naviazani zapriCini degradaciu komplexu pomocou RNazy H.
Patisiran je dvojvlaknova RNA (dsRNA), ktora po rozstiepeni
proteinom Dicer vytvori siRNA, tato sa naviaze na mRNA-TTR
a pomocou komplexu proteinov sa tento RNA hybrid degradu-
je“d. Po uspesSnom vyuZiti imunoterapie pri liecbe genetickych
chordb je aj na lie€bu transtyretinovej amyloiddzy vyzvou vyuZzi-
tie rekombinantnych protilatok, ktoré by sa viazali s missfolding
proteinmi. UvaZzuje sa aj o dalSich proteinoch alebo peptidoch,
ktoré by zablokovali tvorbu agregatov TTR alebo inhibovali
proteolytické Stiepenie transtyretinu ?*#2, Medzi vyznamné niz-
komolekulové latky — supresory tvorby TTR amyloidov patria

1/2020

prirodzené latky, ako je retinol, kyselina trans-retinova, 9-cis-re-
tinova, polyfenoly, ktoré sa viazu na RBP, ale aj na TTR kanal,
a tym stabilizuja Struktiru RBP-TTR. Dal$iu skupinu predstavuiji
syntetické latky, ktoré funguju ako chaperény a vyuzivaju sa pri
lieCbe transtyretinovej amyloidézy (tafamidis, diflunisal), ale-
bo by sa potencialne mohli vyuzit“*#4, Ich G¢inok je Ciastocne
obmedzeny tym, Ze sa vyznacuji negativnym kooperacnym
efektom a neumoziuju naviazanie ligandov aj na druhé vazob-
né miesto, ¢im by sa dosiahla lepSia stabilizacia TTR tetramé-
rov. Toto obmedzenie sa snazi prekonat vyvoj tzv. bivalentnych
TTR stabilizatorov, ktoré sa stcasne viazu na obe vazobné
miesta®4649- Struktdra niektorych prirodzenych a syntetickych
ligandov je znazornena na obrazku 7. V terapeutickej praxi sa
taktiez vyuziva kombinované pouzitie deoxycyklinu a tauroxy-
deoxycholovej kyseliny (TUDCA), ktoré znizuje tvorbu agrega-
tov a fibril. Tato terapia sa odporica aj pri ATTR-CM forme.

Viyhlasenie o bezkonfliktnosti: nemame potencialny konflikt
zZaujmov.
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