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INTRODUZIONE

All'origine di un numero via via crescente di paigile € riconosciuta la mancata
acquisizione da parte di proteine di uno stato @onézionale funzionale.
Queste patologie sono generalmente chiamate “magotta protein misfolding”
ed il gruppo piu ampio € associato alla conveesidinpeptidi o proteine da uno
stato funzionale solubile ad aggregati fibrillaliamente organizzati con alla
base una struttura a foglietto beta-ripiegato chtanamiloide [MerliniJ Clin
Oncol 2011; Merlini NEJM 2003 + fig 1]
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Figura 1. Visione al microscopio a forza atomica di fibrille di amiloide

Il processo che porta alla formazione dell’amiloglecomplesso e coinvolge
diversi fattori, molti dei quali ancora ignoti, ltecentemente identificati, che
saranno obiettivo di nuovi farmaci target atti atbire specifici passaggi della
cascata amiloidogenica [MerlidiClin Oncol 2011+ fig 2]
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Figura 2. Cascata degli eventi molecolari che portano all’amiloidosi.priécursore
amiloidogenico acquisice il suo potere patogeno in diversi mode¢anda del tipo di
patologia amiloidotica generata - vedi testo) che portano allaatoone di monomeri ed
oligomeri che sono alla base dell'impilamento in strutture férilche precipitano e si
depositano nei tessuti sotto forma di amiloide. Affinché questo avvangateina subisce
I'effetto dell’environment extracellulare (ambiente, chimioadle, enzimi, chaperones) che
la costringe a ripiegarsi in un punto specifico e precipitare. i precipitata viene
avvolta dai costituenti della matrice extracellulare quatoglaminoglicani, collagene e la
SAP (serum amyloid protein) che creano una sorta dinvolucro che isaeedl
riassorbimento. La complessita di questo processo fa si chetegmassa essere potenziale
target terapeutico. Le lettere in blu identificano infatti i yaunti di possibile interruzione
terapeutica del processo amiloidogenico. A) Eliminazione deupere (es. CT in forma
AL e trapianto di fegato in ATTR); B) Identificazione di inibitoli proteasi (in corso trials);
C) Identificazione di sostanze che si legano ai GAG impedendgale con il precursore
(eprosidate gia usato con successo in AA); D) Identificazitbrstabilizzatori del tetramero
che impediscono il malripiegamento e I'aggregazione del preeu¢dlunisal e tafamidis);
E) Identificazione di sostanze che eliminano la SAP; F) @hear dei depositi di amilode

attraverso specifici anticorpi.



Il termine amiloidosi fa quindi riferimento ad gnuppo eterogeneo di patologie
acquisite o ereditarie, localizzate o sistemiclme, condividono la caratteristica
deposizione extracellulare di proteine fibrillamsolubili, con conseguente
disorganizzazione dell’architettura tissutale degfljani coinvolti [Falk 2010;
Shah Arch 2006].

Benché le proteine implicate nel processo amilpético siano diverse a
seconda del tipo di amiloidosi (almeno 27 quellenidicate, vedi tabella 1) e
acquisiscano il potere amiloidogenico in diversdn@s. propensione intrinseca
ad assumere una conformazione patologica che pesatd evidente solo con
I'eta — transtiretina wild type nella forma sistemisenile; alte concentrazioni
proteiche persistenti — beta2 microglobulina neizigrai emodializzati;
sostituzione di singolo aminoacido strutturale -fnfa transtiretino relata
famliare; rimodellamento proteolitico di proteinaepursore — malattia di
Alzheimer; mutazioni geniche codificanti il dominiariabile delle catene
leggere — forma AL) [Merlini NEJM 2003] esse condono caratteristiche
proprieta conformazionali e tintoriali [Merlini NED 2003; Falk 2010; Shah
2006; Sipe Amyloid 2010]:

un aspetto di sostanza amorfa al microscopio amacmale con i comuni
fissanti (figura 3, riquadro a sinistra);

- una caratteristica birifrangenza verde mela (“agpéen”) al microscopio a
luce polarizzata con la colorazione Rosso Conggui& 3, riqguadro a
destra);

- un’ultrastruttura composta da fibrille di diametrariabile tra 7 e 10 nm,
costituite da amiloide e da altri fattori additigome i proteoglicani, al
microscopio elettronico;

- una conformazione a foglietto beta-ripiegatp teated-sheet”) visibile con
spettroscopia a raggi infrarossi.



Figura 3. Rilievi istologici tipici di miocardio infiltrato dabstanza amiloide: nel riquadro a
sinistra i depositi di amiloide (in rosa chiaro dopo colorazione contdssiina-Eosina)
hanno la caratteristica di una sostanza omogenea ed eosinofilafitthee diffusamente |l
tessuto miocardico, isolando anatomicamente e funzionalmente singale oegruppi di
cellule. La tipica birifrangenza verde mela (nel riguadr@strd) si osserva al microscopio a

luce polarizzata dopo colorazione con rosso Congo.

Dal punto di vista biochimico, la struttura fibate differisce in base al
precursore proteico e la classificazione dellel@dosi attualmente in uso,
approvata dal “World Health Organization nomengkatsubcommittee” [Sipe
Amyloid 2010], si basa proprio sulla natura chimaella fibrilla di amiloide,
che viene designata con la lettera A seguita dasuffisso che rappresenta
I'abbreviazione del nome della proteina precurséter esempio, quando le
fibrille di amiloide derivano dalle catene leggefeight chains) delle
immunoglobuline, la fibrilla di amiloide € denomiaaAL e la patologia
associata “amiloidosi AL” (tabella 1).

La natura proteica delle fibrille puo incidere &dpressione della patologia, sia
in termini di specifici organi coinvolti che di miéestazioni cliniche di tale
coinvolgimento.



CARDIOMIOPATIA AMILOIDOTICA

Sebbene quasi ogni proteina amiloidogenica posssaca amiloidosi cardiaca,
generalmente nel contesto di una malattia sistefagaredilezione per il cuore
varia molto a seconda dello specifico tipo. In ijgatare alcune lo coinvolgono
rarissimamente mentre altre quasi esclusivamentdtreé in alcune forme € la
principale causa di morbilita e mortalita dei pagiein altre puo invece

rappresentare un reperto accidentale e privo diifgigto funzionale [Falk
2010].

Secondo le due principali classificazioni interoazli delle cardiomiopatie la
cardiomiopatia amiloidotica, stereotipo delle candiopatie infiltrative, € una
cardiomiopatia restrittiva associata ad incremeletgli spessori parietali (figura
4) ed aumentata rigidita strutturale che causaloapicremento delle pressioni
intraventricolari in associazione solo ad un liameremento dei volumi di

riempimento [Maron Circulation 2006; Elliot Eur Hed 2008].




Figura 4. Sezioni autoptiche di due cuori con estesa infiltraziomieidotica da amiloidosi
AL (a sinistra) e da transtiretina wild-type (a destra).efrirambi i casi le cavita atriali
risultano ingrandite, le cavita ventricolari non sono dilatate edegsepte un ispessimento
marcato e concentrico della parete del ventricolo sinistro ree(dastra della figura) della
parete libera del ventricolo destro e del setto interatriddamenti tipici di infiltrazione

amiloidotica.

Oltre al piu evidente coinvolgimento parietale passabile della principale
manifestazione clinica della cardiomiopatia quate dcompenso cardiaco
prevalentemente destro), I'amiloide infiltra i vasiramiocardici (determinando
iIschemia miocardica), gli atri (favorendo la congaadi fibrillazione atriale e la
formazione di trombi) ed il sistema di conduziomtedminando la comparsa di
blocchi di branca ed occasionalmente di blocchossnali ed atrio-ventricolari
talora con necessita di impianto di pace-makerk[Z4110]. Nonostante una
diagnosi definitiva si possa ottenere rapidamettr@werso I'analisi istologica
ed immunoistochimica e la biologia molecolare [F&R10] ed i recenti
progressi in campo ecocardiografico, in risonanzgmatica ed in cardiologia
nucleare, l'amiloidosi cardiaca risulta ancora un@alattia ampiamente
sottodiagnosticata per almeno due ragioni: in pritumgo spesso le
caratteristiche elettrocardiografiche ed ecocardifoche sono aspecifiche e
possono mimare quelle di altre malattie piu frequemcluse la cardiomiopatia
ipertrofica, la cardiopatia ipertensiva e la capdita ischemica; in secondo
luogo, ad eccezione dei casi in cui la diagnosirdilodosi sistemica € gia stata
fatta e quindi i sintomi cardiaci sono rapidameatéribuiti ad amiloidosi
cardiaca, quando I'amiloidosi coinvolge isolataneent cuore o quando
predominano le manifestazioni cardiache nell’amhdioun interessamento
multiorgano non diagnosticato, il sospetto clinmad non emergere fino alle
fasi tardive della malattia [Falk 2010]. Il problaré che le diverse amiloidosi
sistemiche progrediscono con una velocita variatmiée in tutti i casi sono la
presenza e la severita del coinvolgimento cardeédeterminarne la prognosi e
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per tale motivo € fondamentale una diagnosi ilgmasibile tempestiva alfine di
poter offrire al paziente I'opportunita di ricever&rattamento adeguato.

Dal punto di vista_elettrocardiograficta serie pit ampia di pazienti con
amiloidosi confermata alla biopsia [Murtagh Am Jrdial 2005] ha
documentato che solo il 46% dei pazienti presenilaslassico reperto di bassi
potenziali (ampiezza QRS0.5 mV nelle derivazioni perifericheol mV nelle
derivazioni precordiali) - peraltro solo il 30% dgiazienti con forma
transtiretino relata ed il 50% con forma AL [RapeZrc 2009; Garcia Pavia.
Il 16% presentava ipertrofia ventricolare sinistra.relazione tra i voltaggi del
QRS allECG e lipertrofia ventricolare sinistral’atocardiogramma sembra
essere peculiare e la cardiomiopatia amiloidotina pssere opportunamente
sospettata da indici non invasivi combinando i re@eCG-Eco: é stata trovata
una relazione inversa tra i voltaggi ECG (indice Sbkolow) e la massa
ventricolare sinistra in associazione alla diagmibsiardiomiopatia amiloidotica
AL [Carrol Am J Cardiol 1982]; la combinazione dn tpattern con bassi
voltaggi e lo spessore del setto > 1.98 cm ideatifiamiloidosi cardiaca (AL)
con una sensibilita del 72% ed una specificitdddéb [Rahman JACC 2004]. II
QRS score totale diviso per la massa ventricolarstsa indicizzata per la
superficie di massa corporea fornisce un’elevatafopmance diagnostica
nell'identificare la cardiomiopatia amiloidoticad(@ziologia sia ATTR che AL)
tra i pazienti con aumentati spessori parietali wattricolo sinistro (inclusa
cardiomiopatia ipertrofica e cardiopatia iperteagifQuarta Circulation 2010]
Altre alterazioni elettrocardiografiche includonmoanalie della ripolarizzazione
a tipo ischemico/aspecifico, pattern pseuinfartuamiblocco anteriore sinistro,
blocchi di branca, disturbi del ritmo (fibrillazieratriale) [Falk Prog Cardiovasc
Dis 2010; Rapezzi Circulation 2009].

L’ecocardiogrammaappresenta il principale strumento per una diagnon
invasiva di cardiomiopatia amiloidotica. Essa € eg@amente caratterizzata
dall'ispessimento delle pareti del ventricolo dirasin assenza di dilatazione
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ventricolare sinistra [Falk Prog Cardiovasc Dis @01ndizi aggiuntivi per una
cardiomiopatia infiltrativa includono lispessimentdella parete libera del
ventricolo destro e del setto interatriale, unaificativa dilatazione biatriale, il
diffuso ispessimento delle valvole atrio-ventricol& 5 mm) ed un lieve
versamento pericardico [Falk Prog Cardiovasc Dis026 fig 5]. La frazione
d’eiezione spesso € normale ma sia la velocitavd#ll motion ventricolare sia
lo strain/strain rate del miocardio ventricolare@drequentemente depresse. In
modo analogo quando I'accorciamento radiale € anconservato risultano gia,
e quindi precocemente, alterate la contrazione itiodigale e la torsion
ventricolare sinistra. Tali dati si possono acgeaisia con la metodica TDI sia
con lo speckle tracking imaging [Falk Prog Cardsx/®is 2010; Selvanayagam
JACC 2007; Koyama Soc Echoc 2004]. Cio e spiegatdatto che, i miociti
subendocardici, essendo orientati longitudinalmest;o particolarmente
suscettibili al danno da accumulo determinando retqre impairment della
contrazione longitudinale [Falk Prog Cardiovasc [2810]. Il pattern di
riempimento ventricolare generalmente evolve da pattern ad alterato
rilasciamento, ad uno pseudonromale, ad uno teairit. 'analisi combinata del
pattern transmitralico e del TDI indica elevati oral della pressione di
riempimento telediastolica ventricolare sinistra eh pattern di riempimento
restrittivo [Falk Prog Cardiovasc Dis 2010].
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Figura 5. Ecocardiogramma di un paziente con amiloidosi familiare iratiab relata. A
sinistra: parasternale asse lungo. A destra: proiezione sotlecd3tanotare I'aumentato
spessore del setto interventricolare, delle pareti ventricolaistre e destra e del setto
interatriale. E’ anche visibile un lieve versamento pericardico.

La risonanza magneticaappresenta una modalita molto promettente per
I'identificazione di depositi di amiloide intramiaadici fornendo due reperti
altamente specifici: un wash out del gadolinio paloce del normale sia dal
sangue che dal cuore ed un late enhancement, spessana distribuzione
diffusa, globale e subendocardica [Maceira Cirocota2005].

Un ulteriore esame diagnostico a disposizione prementato dalla scintigrafia
total body Nel corso degli ultimi decenni sono stati studdaversi traccianti
scintigrafici (principalmente fosfonati) per la wutdzione dei depositi di
amiloide a livello cardiaco, con risultati moltestgenei e talora contraddittori.
La scintigrafia cort?3-SAP fornisce una affidabile valutazione semiqitativa
dell’estensione e della distribuzione dei depdadiitamiloide in varie parti del
corpo ma non specificamente nel cuore [Glaudemaf'sEar J Nucl Med Mol
Imaging 2009]. La scintigrafia coff™Tc-aprotinina identifica | depositi di
amiloide  extra-addominali  inclusi  quelli  cardiaci. Lo  '3-
metaiodiobenzilguanidina identifica indirettamente danneggiamento delle
terminazioni nervose simpatiche cardiache dovutodegposito di amiloide
[Glaudemans AW Eur J Nucl Med Mol Imaging 2009]. &eintigrafia con
iIdentifica il deposito miocardico di amiloide neflarma TTR relata ma non in
guella da AL facilitando la diagnosi differenzidta 'amilodosi da transtiretina
da quella AL nella pratica clinica [Rapezzi Eur dcNMed Mol Imaging 2011 +
figura 6]. Inoltre, nei pazienti con ATTR, la sdgrafia con®™Tc-DPD, pud
iIdentificare precocemente l'infilatrazione miocaaliancora prima che appaiano
alterazioni ecocardiografiche. La captazione midicar del tracciante é
correlata in modo lineare con la massa ventricotanestra e rappresenta un
determinante prognostico delloutcome nella ATTRa gla solo che in
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combinazione con lo spessore parietale del vemdrismistro [Rapezzi JACC
Cardiovasc Imaging 2011 + figura 7].

Figura 6. Rilievi scintigrafici nei pazienti con amiloidosi cardiaca e nei contnolh affetti.
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Figura 6. Esempi rappresentativi dello spettro di uptake miocardié8Tdi-DPD tra pazienti

con amiloidosi cardiaca TTR-relata o con amiloidosi AL e contrin affetti. La figura
riporta le immagini anteriori total-body e (in basso) le immia§PECT cardiache trasversali
degli stessi pazienti. (A) Controllo non affetto, senza uptake nii@cadel tracciante. (B)
Paziente con amiloidosi AL e cardiomiopatia documentata, senaadagptake miocardico

di **™Tc-DPD; un lieve uptake del tracciante & visibile solo a livédibtessuti molli. (C e D)
Due pazienti con amiloidosi TTR-relata e cardiomiopatia docunaergatrambi mostrano un
forte uptake miocardico dP™Tc-DPD (con assente uptake del tracciante a livello osseo); in
uno dei pazienti (D) € inoltre visibile un uptake del tracciante a livello splancnico.

Figura 7. Sopravvivenza libera da eventi cardiovascolari maggigC@®) nei pazienti con

ATTR in base (A) alla presenza di uno spessore medio pariethlgedtricolo sinistro
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aumentato (cioé > 12 mm, Vsn=ventricolo sinistro), (B) alla meddcnd/WB e (C) alla

combinazione delle due variabili (in tutti i casi la sopravvivenkaréi da MACE é stata
censorizzata al momento del trapianto d’organo). La combinazione dpessose parietale
del ventricolo sinistro > 12 mm e di valori di H/WB > 7,5 é rigtaltassociata al maggior

tasso di eventi (C).
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Il gold standard diagnostico rimane comunque laogdtnazione istologica, in
almeno un organo coinvolto della caratteristicafraingenza “apple green” al
microscopio a luce polarizzata, dopo fissazione melievo con il colorante
rosso Congo [Rapezzi G Ital Cardiol 2007]. Si mitz che in caso di
ecocardiogramma tipico la biopsia endomiocardiaaéstrettamente necessaria
per una diagnosi finale di coinvolgimento cardiase e presente una biospia
positiva per amiloide di altro tessuto [Arbustinméloid 2002]. Tale indagine
risulta pero fondamentale in caso di: esclusivanaaigimento cardiaco; forte
sospetto di amiloidosi con prelievi bioptici irtral sedi (es. grasso addominale)
negativi; diagnosi di amiloidosi sistemica ma ip&fi ventricolare sinistra
giustificabile dalla copresenza di altre cause if@gtensione arteriosa 0 stenosi
aortica) [Falk Prog Cardiovasc Dis 2010; Dubrey ttiga11].

Una diagnosi generica di amiloidosi cardiaca noma diagnosi sufficiente ed il
clinico che si ferma a questa etichetta diagnostema approfondirne I'aspetto
eziologico rinuncia, di fatto, a curare il propmpaziente da una parte non
effettuando terapie adeguate e dall’altro effettioen® di inappropriate talora
con risultati catastrofici [Falk Prog Cardiovass2010; Dubrey Heart 2011].

L’amiloidosi cardiaca non rappresenta infatti unmgsla entita, ma e
caratterizzata da un background patogenetico eteemgriconducibile, nei Paesi
sviluppati, principalmente a tre forme eziologichstinte [Rapezzi Circulation
2009; Dubrey Heart 2011].

1) l'amiloidosi primaria (forma AL), la forma piurdquente di amiloidosi
sistemica, secondaria alla presenza di cloni plashuwdari nel midollo osseo
che producono catene leggere libere circolanti edalinmunoglobuline
responsabili dei depositi fibrillari [Merlini J i Oncol 2011; Rapezzi
Circulation 2009].
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2) l'amiloidosi ereditaria correlata alla transtina (ATTR), malattia
autosomica dominante con espressivita variabilerefpanza incompleta, che
puo essere causata da oltre 100 mutazioni del delfeetranstiretina [Rapezzi
Circulation 2009].

3) I'amiloidosi sistemica senile (Senile SystemianAoidosis, SSA) da depositi
di transtiretina non mutata (wild-type) [Rapezziddiation 2009].

Nei Paesi in via di sviluppo e prevalente I'amilmédsecondaria (AA) a causa di
infezioni croniche e di stati inflammatori inadetaraente trattati [Dubrey Heart
2011].

Infine, ci sono rare forme ereditarie non transie correlate quali quelle
secondarie a mutazioni per il fibrinogeno, 'apobigina (Apo-Al ed Apo-All)

e la gelsolina [Dubrey Heart 2011]. Le mutazionir gk fibrinogeno e
I'apolipoproteina determinano principalmente ne&ig® progressive e solo
raramente causano cardiomiopatie. La gelsolina tautavece, endemica in
Finlandia ma estremamente rara nel resto del momewoca principalmente
neuro e nefropatie e a livello cardiaco si man#desgtclusivamente con disturbi
della conduzione [Dubrey Heart 2011].

L’eziologia finale di amiloidosi cardiaca e detemaia dall'indagine
Immunoistochimica (con anticorpi specifici) sul eefp bioptico [Arbustini
Amyloid 2002] (con necessita di indagine genetiealp ricerca di mutazioni in
caso di forma transtiretino relata) sebbene modier@che di proteomica siano
usate sempre piu di frequente poiché ritenute apaorspecifiche e sensibili
[Stoppini 2009].

Amiloidosi transtiretino-relata

La transtiretina € una delle 27 proteine in gradioiare le fibrille di amiloide
in vivo ed é associata a due forme distinte diicantpatia amiloidotica: 1) la
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forma transtiretino relata familiare (ATTR) causaa mutazioni (in genere
puntiformi) del gene per la transtiretina (TTR);I2miloidosi sistemica senile
(SSA) forma non ereditaria e associata a depositiatistiretina non mutata
(wild-type) [Rapezzi Nat Rev Cardiol 2010].

Amiloidosi transtiretino relata ereditaria
L’ATTR € la forma piu frequente di amiloidosi sistea familiare.

La TTR umana € una proteina che si trova nel plag@®=t0 mg/dl) e nel fluido
cerebro spinale (10-40 microg/ml) inizialmente com@a pre-aloumina (in
guanto all’elettroforesi migra piu vicino allanoddspetto all’albumina),
termine fuorviante in quanto la TTR non € un preotg dell’albumina. La TTR
circola come omotetramero composto da 4 subundatiche legate in modo
non-covalente. Ogni monomero € costituito da 127Taatidi ordinati in 8
domini antiparalleli a beta-foglietto [Benson Musd\erve 2007 + figura 8.
Sebbene il fegato sia il sito di maggior sintedlad@ TR sono stati identificati
altri due siti di sintesi extraepatica quali il 8@ coroideo e la retina. In circolo
la TTR si trova legata sia alla tiroxina che almetb/vitamina A e sebbene la
sua funzione non sia precisamente nota si penseesmnsabile del trasporto
della L- tiroxina al cervello [Rapezzi Nat Rev Catd2010; Benson Muscle
Nerve 2007; Connors Amyloid 2003 + figura 8.
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Figura 8. A sinistra il diagramma del monomero di TTR che mostra akitindi mutazioni
patologiche. N: sito amino terminale dei 127 aa; C: sito catieossnale. Le punte di freccia
indicano la direzione dal’N al C degli 8 beta-foglietti antiflaiasu due piani DAGH e
CBEF. A destra il diagramma del tetramero in cui ogni momongerappresentato da un
colore diverso. Le frecce piu grandi indicano il sito di legame per il retin@ofiia A.

Il gene che codifica per la TTR e collocato sulncogsoma 18 ed € costituito da
4 esoni e 5 introni. Nel corso delle ultime decsaho state identificate circa 100
mutazioni geniche da cui derivano altrettante vdrigroteiche. La maggior
parte di queste mutazioni, il piu delle volte rtatd della sostituzione di un
singolo nucleotide nel gene TTR, si traduce in wvodptto patologico e nella
maggior parte dei casi (circa 80) la patogenicitguesto prodotto si traduce
proprio nella propensione a formare depositi drilfdd di amiloide [Benson
Muscle Nerve 2007; Connors Amyloid 2003; Tsuz8a3].

Le forme ATTR sono malattie rare (prevalenza amcwmn nota) a trasmissione
autosomica dominante in cui un solo allele muéateecessario per sviluppare
la patologia ed in cui la maggior parte degli indin affetti € eterozigote per la
mutazione patogena e quindi produce sia la TTRabr che la variante mutata
[Benson Muscle Nerve 2007]. Non é ancora chiaradlo del’omozigosi né in
termini di penetranza, né di eventuale anticipazjoné di entita di
manifestazione clinica. La penetranza di questlggian € estremamente
variabile e la stessa mutazione pud fenotipicamemésentarsi in maniera
diversa tra i vari componenti della stessa famiglianon presentarsi affatto
(portatori sani) [Falk 2010].

Sebbene a causa delle segnalazioni iniziali le ¢orATTR siano state
considerate patologie prettamente neurologiche somealta fenotipicamente
estremamente eterogenee e lo spettro clinico vdaa forme con un
coinvolgimento quasi esclusivamente neurologicdof@mico/periferico o in
casi piu selezionati centrale) a forme con una gmtegione strettamente
cardiologica [Rapezzi Nat Rev Cardiol 2010; Benstuscle Nerve 2007].
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Nel tempo si e scoperto che questa eterogenet@&réata a diversi fattori quali
le specifiche mutazioni sottostanti, il sesso dezignti (coinvolgimento
miocardio meno rilevante nelle donne suggerendo atbene caratteristiche
biologiche possono proteggerle dall’infiltrazionesdstanza amiloide [Rapezzi
Amyloid 2008; Bittencourt Eur J Neurol 2005]) e delnitore responsabile della
trasmissione del gene mutato (malattia piu pre@ggave se trasmessa dalla
madre come descritto nelle famiglie Svedesi e [gbdsi affette da mutazione
Val30Met) [Hellman U Amyloid 2008; Bonaiti Amyloid009], la composizione
delle fibrille (transtiretina intera o frammentaf8ergstrom J Pathol 2005]), la
distribuzione geografica e la tipologia di aggregaz: endemica o0 non
endemica [Rapezzi Nat Rev Cardiol 2010; Bittenc&unt J Neurol 2005; lkeda
Neurology 2002; Suhr J Intern Med 2003; Ohmori JNBent 2004; Conceicao
Muscle Nerve 2007].

Fino a 25 anni fa si credeva che la malattia fasseamente conseguenza della
mutazione Val30Met (sostituzione di una Valina coia Metionina in posizione
30) in quanto a partire dagli anni '60 tutte le rssgzioni ed i casi studiati
derivavano da focolai giapponesi, svedesi e podsigin cui tale mutazione
risulta endemica. La prevalente estrinsecazioneofmgica della malattia nelle
forme endemiche relate alla mutazione Val30Met,fdito si che 'ATTR
venisse peraltro da sempre considerata una mathtpartinenza neurologica,
tanto da essere comunemente chiamata Polineuropatiaidotica Familiare
(FAP). Nella forma endemica “classica” Portoghes&iapponese la patologia é
caratterizzata da una polineuropatia sensitivo-met@ad alta penetranza
(almeno 80%) [Soares Eur J Of Human Genetics 2004¢ colpisce
egualmente maschi e femmine, che si manifesta notoai 30-35 anni
(mostrando il fenomeno dell'anticipazione genemaale [Soares Eur J Of
Human Genetics 2004]) con una disfunzione delleefiperiferiche degli arti
inferiori che poi si estende alle estremita prosdiira che raggiunge lo stadio
terminale in 10-15 aa [Ando Arch Neurol 2005 +9ig
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From the feet to the trunk Last stage
(The upper extremities are Generalized
involved later) involvement

Initial stage
Only the feet

Figura 9. Coinvolgimento neurologico progressivo nella FAP.

Piu lenta, tardiva e con bassissima penetranzea(dir5%) [Soares Eur J Of
Human Genetics 2004] la forma endemica Svedesenohestante preveda
analoga mutazione non sembra avere un fondatoreureomalle altre due
[Ohmori J Med Gent 2004; Drugges J Med Genet 1993jecente acquisizione
peraltro, il dato di due distinte forme svedesi3fdllet correlate (Tipo A e tipo
B), a seconda della composizione fibrillare di TTR®ncata o intera [Okamoto
Amyloid 2011]. Eziologicamente, a livello dei neperiferici, la deposizione di
amiloide inizia intorno alle arteriole perforanti pgogredisce fino a formare
larghi depositi fibrillari che prima dislocano e ndielinizzano ed infine
sostituiscono del tutto le fibore nervose [Bensonstle Nerve 2007]. | primi
sintomi accusati sono solitamente disturbi dellasd®lita termica e della
nocicezione, parestesie e disestesie agli artriorfe La funzione motoria e
generalmente conservata fino a fasi avanzate deffgpromissione sensitiva ma
alla fine si estrinseca con importante disabiliRagpezzi Nat Rev 2010;
Gasperini Clinical and Experimental]. In associaei@lle alterazioni sensitive
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si manifesta precocemente anche una disautonorogrgssiva dovuta sia a
denervazione simpatica che parasimpatica, camtea da disfunzione erettile
(che talora nei maschi giovani rappresenta il snatoiniziale), turbe della
motilita gastrointestinale (costipazione alterratdiarrea che determina perdita
di peso e malnutrizione — importanti fattori progha in questa malattia [Suhr
Journal of Internal Medicine 1994]), ritenzione mcontinenza urinaria ed
ipotensione ortostatica [Benson Muscle Nerve 20K&da Neurology 2002]. I
cuore nella vera FAP conosce quasi esclusivameasterhi della conduzione
talora tali da richiedere I'impianto di pace-maké&e cardiomiopatie sono
invece rarissime e, nel caso, tardive [Ilkeda Negwl2002]. Presenti infiltrati
renali, anche consistenti (identificazione postt@m®m) ma con funzione
d’organo del tutto conservata fino alla fine [leedeurology 2002].

La successiva segnalazione, in tutto il mondo, whve mutazioni della TTR
(spesso confinate a piccole etnie o limitate areegrafiche o addirittura a
famiglie isolate) o della stessa mutazione in aree endemiche [Conceicao
Muscle Nerve 2007; Koike Arch Neurol 2002], ha slitieato I'esistenza di una
eterogeneita genotipica a cui corrisponde un’angmettro di manifestazioni
cliniche nell’ambito della quale si inserisce andnminvolgimento miocardico
che puo risultare solo un componente di un complesgdro principalmente
neurologico fino a diventare praticamente |'unicspressione di malattia.
Questo e il caso della mutazione Vall22lle Afro-Alcena (4% della
popolazione portatrice in eterozigosi — penetrareade non nota) [Jacobson
Hum Gent 1996; Jacobson Nejm 1997; Jacobson Am wdidCa2011;
Dharmarajan 2012]; della mutazione Thr60Ala Irlasedécontea di Donegal) e
degli Appalachi [Benson Artritis and reumatism 19&attianayagam 2011];
della mutazione LeulllMet Danese [Suhr J Intern [4@d3; Ranlov Am J
Med 1992]. Le prime due sono caratterizzate da raevecardiomiopatia
restrittiva ad insorgenza tardiva (VI-VII decadeg¢nsa (i primi) o con
estremamente lento (i secondi) coinvolgimento negrco. La forma danese
invece € caratterizzata dalla elevatissima permdrgii00%) di una grave
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cardiomiopatia ad insorgenza precoce (30-40 aa eui neuropatia non si
manifesta (per mancanza di tempo) se non nei paziepiantati **. In
letteratura sono presenti due unici report relalia mutazione lle68Leu. Il
primo e relativo ad un paziente tedesco > 60 aettaffda cardiomiopatia
amiloidotica in assenza di segni di neuropatia [@bla Basic Res Cardiol
1991]. Il secondo, con analoghe caratteristichmeatie, ad una famiglia Toscana
(3 componenti — probando 74 aa eterozigote affdighp 47 aa portatore
omozigote senza manifestazione clinica; moglie 78 eterozigote non
consanguinea senza manifestazione clinica) [Perfettirnal of Cardiovascular
Medicine 2011]. Queste specifiche forme vengon@mhte FAC ovvero
cardiomiopatie amiloidotiche familiari.

Proprio in relazione alla vasta eterogeneita, arfelmetipica, il clinico puo
quindi trovarsi di fronte a casi con un esclusimberessamento neurologico
nell’ambito di una chiara familiarita e a casi un tinteressamento neurologico
e assente o comunque assolutamente secondario,urtoguadro clinico
dominato da un importante coinvolgimento miocardi@aesto ampio spettro di
presentazioni cliniche rende il riconoscimento diIr'T&R particolarmente
difficile, soprattutto in ambito cardiologico, qoah il quadro sia caratterizzato
da un interessamento cardiaco esclusivo o prevalenassenza di altri elementi
caratteristici che possano indirizzare verso laretta diagnosi poiché puo
simulare altre cardiomiopatie non amiloidotichegarticolare la cardiomiopatia
ipertrofica sarcomerica).

Una considerazione a parte merita la sindrome wahel carpale, patologia
comune nella popolazione generale [Atroshi Jama9]l9@aratterizzata
dall'intrappolamento e conseguente disfunzionengeVo mediano da parte dei
tendini del polso. La sindrome del tunnel carpalessocia frequentemente
allamiloidosi TTR e, per motivo non meglio specdto, in particolar modo alle
FAC ed alle forme senili, precedendo la clinicadezlogica anche di 20 aa
[Suhr J Intern Med 2003].
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Outcome e prognosi

La storia naturale dellATTR é solo parzialment@@sciuta a causa della rarita
della malattia e della sua elevata eterogeneitatgeca. La maggior parte dei
dati di outcome e prognosi relativi all' amiloidasardiaca deriva dai pazienti
con forma AL [Falk 2010; Rosenzweig J Hematol Orig@l1]. | pazienti con
cardiomiopatia da ATTR hanno un decorso piu lemniguelli con forma AL e la
progressione della neuropatia e lo scompenso reg@mi@Eno le loro principali
cause di morte [Herlenius Transplantation 2004JmEmella forma AL anche
nellATTR il coinvolgimento cardiaco rappresenta uattore di rischio
incrementale per tutti gli eventi e per quelli gav@scolari. Di conseguenza, le
mutazioni non-Val30Met in cui il coinvolgimento cigico € piu frequente e
severo, sSono associate ad una prognosi particaenmefausta, anche dopo un
trapianto di fegato riuscito [Herlenius Transplaiota 2004]. Molto poco si sa
sulla causa sottostante e I'incidenza della mon@ovvisa che é stato riportato
essere associata con la comparsa di blocchi antrdgolari avanzati,
tachicardia ventricolareffibrillazione ventricolareo (probabilmente piu
frequentemente) dissociazione elettromeccanicdk fed 0].

Terapia di supporto

| diuretici sono essenziali per il trattamento a@@bngestione venosa, ma il loro
utilizzo deve essere accorto in quanto la riduzideleprecarico nei pazienti con
una fisiologia restrittiva puo ridurre le pressiahiriempimento ventricolare e
condurre ad una ridotta portata cardiaca e ad ngare [Falk 2010]. La
digitale € controindicata perché, legandosi allwilfe di amiloide, conduce
allincremento degli effetti tossici. Nella cardioopatia amiloidotica €
importante mantenere il ritmo sinusale poiché btmgenza di fibrillazione
striale puo peggiorare la disfunzione diastolica eda rapida risposta
ventricolare puo inoltre compromettere la portatadimaca [Falk 2010]. La
terapia anticoagulante e d’obbligo per i pazieot ibrillazione atriale/flutter
striale parossistici 0 permanenti e pud anche esselicata nei pazienti con
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documentazione ecocardiografica di disfunzionealstri(nonostante ritmo
sinusale) [Falk 2010]. | beta-bloccanti devono essatilizzati con cautela
perché possono causare una riduzione critica dudldata cardiaca senza
apportare benefici in termini di rimodellamento tr&olare sinistro [Rapezzi
Nat Rev Cardiol 2010; Falk 2010]. | calcio antagtinsono controindicati
poiché esercitano un rilevante effetto isotropoatieg [Falk 2010]. Gli ace-
inibitori/sartani devono essere somministrati cetraama cautela dato I'elevato
rischio di indurre/esacerbare ipotensione [Falk 01Poiché la morte
iImprovvisa sembra essere legata all'insorgenza dissodiazione
elettromeccanica, l'utilitd dei cardioverter deiilators a scopo preventivo
rimane poco chiara e, sebbene certi centri uttizdiamiodarone nel tentativo
di prevenire le aritmie e la morte improvvisa marcatudi di efficacia. Se la
cardioversione e effettuata per trattare la fiazibne atriale e indicato il
posizionamento di un pace-maker temporaneo datschio di fallimento di
funzionamento di un anomalo nodo del seno. Quandpazienti con
cardiomiopatia amiloidotica presentano delle bndmine i clinici devono
sentirsi giustificati a procedere con I'impiantouth pace-maker prima di quanto
farebbero con i pazienti senza questa patologigrésenza di una fisiologia
restrittiva devono essere preferiti pace-maker roerali [Rapezzi Nat Rev
Cardiol 2010; Falk 2010].

Chirurgia dei trapianti

Al momento, a parte la terapia di supporto, l'oniattamento approvato per le
ATTR e rappresentato dal trapianto di fegato. Sitdr di una terapia genica
chirurgica introdotta nel 1990 [Holmgren Clin Ged681], talora effettuata con
modalitda domino (ovverosia un paziente che viengogosto a trapianto di
fegato a sua volta dona il suo fegato ad un altevente), che sospende nella
quasi totalita la produzione di TTR mutata. Il teajo di fegato € ormai
diffusamente impiegato nelle FAP con buoni risukdib00 procedure effettuate

tra il 1990 ed il 2009; sopravvivenza a 3 aa 100&5 aa 77 %; mediana di
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sopravvivenza attualmente superiore a 20 aa [Anad Aleurol 2005; Sharma
Liver transplantation 2003; Herlenius Transplao@tP004; Violet 2011] ma
purtroppo non e scevro da limitazioni quali la bata quantita di donatori, il
rischio di trasmettere I'amiloidosi al riceventaiémdo usata la tecnica domino),
il grado avanzato di malattia neurologica che reildpaziente candidato
assolutamente non idoneo al trapianto. Inoltre\ds&® che, mentre nelle forme
con mutazione Val30Met (operate quando il grado cdinvolgimento
neurologico/disfunzione autonomica non era avanzatb il grado di
coinvolgimento cardiaco era limitato/assente), sieéficata una sospensione
(non regressione) di progressione della malatefie fiorme con mutazione non
Val30Met si € assistito ad una paradossalmenteleaat® progressione della
cardiomiopatia verosimilmente dovuta al persistelgposito di TTR wild-type
per cui i dati di sopravvivenza (non esattamentt) b questi pazienti sono
significativamente peggiori rispetto a quelli deazgenti con mutazione
Val30Met [Violet 2011; Stangou tranplantation 1998joltre si e visto che
anche tra i pazienti con Val30Met, in particolar doomaschi, con eta
d’'insorgenza della malattia superiore ai 50 aadpravvivenza dei pazienti
trapiantati non era differente da quella dei napiantati (controllo) questo per
un maggior coinvolgimento cardiaco che in sinte®, presente, rappresenta
sempre un importante fattore prognostico negatiml¢t 2011]. Dopo un
trapianto isolato di fegato, le complicanze cardsmolari sono responsabili del
4% delle morti, la meta delle quali avviene entpsimi 3 mesi. Per tale motivo
prima di procedere ad un trapianto isolato di fegahe peraltro, per consentire
un reale miglioramento clinico deve essere fattecpcemente (entro 5 aa
dall'insorgenza dei primi sintomi) [Jonsen Amyld001], € fondamentale una
valutazione del grado di coinvolgimento cardiacac{e solo a livello

strumentale) per eventuale shift a trapianto coatbircuore/fegato [Falk 2011,
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Sharma 2003; Arpesella 2003]. In sintesi: il trapoadi fegato deve essere
considerato precocemente nei pazienti con FAP reigica; la presenza di una
severa polineuropatia, di una severa disfunziortenamica e di uno scarso
stato nutrizionale rappresentano una controindocezi al trapianto; |l
coinvolgimento significativo di altri organi (cuone primis) deve indurre a
considerare un trapianto combinato; il trapianto aain’opzione terapeutica per
| pazienti portatori asintomatici della mutaziomequanto la sua penetranza e
incompleta [Violet 2011].

Strateqie terapeutiche alternative

Tutte queste problematiche relative al trapiantanfdice o combinato) hanno
fatto emergere la necessita di soluzioni terapleetelternative e non invasive.
Si é quindi pensato che, poiché la causa fondatheesita base dell’amiloidosi €
rappresentata dall'instabilitd dei mono-oligomeii TIR, la soluzione al

problema potesse risiedere nella stabilizzazioneteteamero e quindi nella
prevenzione della formazione delle fibrille di aomde [Sekijima Current

Pharmaceutical Design 2008]. A questo scopo sororiso trial clinici mirati a

valutare l'efficacia di due farmaci — Diflunisal eTafamidis meglumine

(stabilizzatori del tetramero) - nella progressidedia neuropatia. In uno studio
pilota di fase 2/3, policentrico, randomizzato edloppio cieco condotto su 128
pazienti affetti da malattia con alla base mutaziMal30Met nei 18 mesi di

osservazione nel 60% dei pazienti trattati con niédés si € avuta una
sospensione di progressione della neuropatia, tadlizzazione della qualita
della vita e del valore di BMI modificato contro3B% dei pazienti in placebo
[Violet 2011; Coelho Neurology 2010]Attualmente 'EMA ha dato parere
positivo all’'approvazione del Tafamidis per il teahento della polineuropatia
sintomatica nei pazienti adulti con ATTR. Devonatipe studi per i pazienti

anche con cardiomiopatia ATTR e con forma senile.
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La terapia genica € una promettente strategiadyper questa malattia ma al
momento non €& disponibile per i pazienti e nonociosdati clinici. Comunque
gli studi sono al momento prettamente concentrali tentativo di inibire
I'espressione del gene della transtiretina distenglp il suo RNA messaggero
attraverso oligonucleotidi antisenso, ribosomiatitr o SRNA [Violet 2011].

Amiloidosi sistemica senile

La transtiretina non mutata (wild type) é la pmogeprecursore dell’amiloidosi
sistemica senile (SSA). La SSA e una patologia dhieressa quasi
esclusivamente uomini di eta > 65 aa e, come suaedalla nomenclatura,
determina un coinvolgimento sistemico (polmonifttragastroenterico, fegato,
milza, ghiandole endocrine) anche se, dal puntasia clinico, le uniche due
manifestazioni degne di rilievo sono la cardiomicgpad il tunnel carpale che in
genere si presenta 3-5 aa prima [Falk 2010; DuBessrt 2011]. Studi autoptici
dimostrano che il 22-36% degli individui > 80 a@&genta depositi di amiloide
nei tessuti cardiaci ma in genere non di entita ¢& condizionarne la funzione
[Cornwell Am J Med 1983]. Nei pazienti anziani laaristiretina pur
costitutivamente normale pud diventare strutturat@einstabile e costituire
degli aggregati mal ripiegati che si aggregano ecipitano sottoforma di
amiloide [Belinda Arch Intern Med 2005]. La diaghdsSSA € una diagnosi di
esclusione basata sulla presenza di amiloide sutedioptico in associazione a
segni ecocardiografici di cardiomiopatia infiltrati (assolutamente analoghi tra
le varie forme ad eccezione di spessori in quesso alteriormente aumentati)
dopo I'esclusione di una discrasia plasmacellutade mutazione del gene per la
transtiretina/altre proteine amiloidogeniche. Ir@ltpoiché questi pazienti sono
spesso piuttosto anziani ed in loro la biopsia emdoardica puo risultare
particolarmente mal tollerata, sono in corso stpeli identificare approcci
bioptici alternativi. In particolare si sta valuten il prelievo di grasso
addominale anche se, la presenza scarsa di aendgoidina sua localizzazione

in piccole zone negli strati piu profondi del g@s®ttocutaneo, rendono questa
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metodica decisamente meno sensibile rispetto atg@acade per altre forme di
amiloidosi [Ikeda Amyloid 2011]. La sopravvivenmgeedia dei pazienti affetti

da SSA é circa 60 mesi, 10 volte superiore a quigigazienti con forma AL,

nonostante spessori parietali > all’ecocardiograme@ una eta alla

presentazione piu avanzata (il motivo di cio prolpadnte risiede nella tossicita
intrinseca delle catene leggere circolanti) [Badir&lch Intern Med 2005; Kyle

Am J Med 1996]. Il trattamento della cardiomiopadiaguasi esclusivamente
sintomatico visto che generalmente I'eta avanzatdrgindica il trapianto [Falk

2010]. In letteratura comunque sono segnalati 2 dapazienti con SSA a

presentazione piu precoce (< 60 aa) sottoposta@ainto di cuore isolato in
assenza di recidiva di malattia al follow up (fmd 0 aa) [Dubrey J Heart Lung
Transplant 2004].
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CONTRIBUTO SPERIMENTALE

SCOPO DELLO STUDIO

Sebbene gli aspetti clinici e la storia naturaldad@utazione Val30Met, ormai
nota dagli anni '60, sono stati, come sopra ddecrdmpiamente studiati, il
profilo delle FAC (forme con esclusivo o predonmtea coinvolgimento
cardiaco) ed in generale delle forme nonVal30Migpiul recente acquisizione,
meno noto e la sua conoscenza deriva dall’andiisingole mutazioni in
diversi contesti geografici talora riconducibiliaaniglie o piccoli gruppi isolati.

Lo scopo dello studio quindi é:

1) Valutare in una popolazione riferita ad un solota@iiBologna) lo spettro
delle mutazioni, il quadro clinico e strumentala gresentazione, il follow
up ed i fattori di rischio.

2) Allinterno di un registro internazionale costitnitad hoc valutare la
distribuzione geografica, lo spettro delle mutagite caratteristiche clinico-
demografiche, la penetranza delle singole mutazioni

30



PAZIENTI E METODI

| parte: casistica di Bologna

“Setting clinico” e disegno dello studio

Abbiamo condotto un’analisi multicentrica e trasae, al momento della
diagnosi, dei pazienti con ATTR. Il setting € qaellei tre principali centri di

riferimento italiani per la diagnosi ed il trattanmte dell’amiloidosi ereditaria
(Bologna, Pavia e Firenze) in cui sono stati igtitnetwork di lavoro specifici

costituiti da neurologi, cardiologi, ematologi, rebgi e genetisti ed in cui e
attivo un programma di trapianto cuore/fegato.

Tutti i dati genetici, clinici e strumentali dei panti alla presentazione ed al
follow-up sono stati sistematicamente raccolti esavvati in data base dedicati.

Tutti | partecipanti allo studio hanno sottoscriitoconsenso informato per
I'analisi del DNA, qualunque procedura invasivaae dubblicazione di dati

nell’anonimato. Trattandosi di uno studio ossemaale, in cui le procedure
eseguite sono di routine nella pratica clinica, gostato necessario richiedere
I'approvazione da parte del Comitato Etico.

Tutti i pazienti con diagnosi definitiva di ATTRfafiti ai nostri centri dal 1990
al dicembre 2010 sono risultati eleggibili pernépente studio inclusi i portatori
di mutazioni TTR identificati nell'ambito di screiag familiare (offerto a tutti i
parenti di | grado con desiderio di conoscerernb Istato) con evidenza clinico-
strumentale di malattia (esclusi i portatori sagllelmutazioni).

Per la classificazione fenotipica abbiamo distintpazienti in tre gruppi in
relazione alle caratteristiche della malattia pana valutazione:

Pazienti con esclusivo interessamento cardiaconitefimediante criteri
ecocardiografici ed elettrocardiografici in assemizaalcun segno/sintomo di
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2)

3)

coinvolgimento neurologico (ad eccezione del riedi disfunzione erettile in
pazienti maschi di etda superiore a 50 anni, o digmsso intervento di
decompressione del nervo mediano per sindromeudeket carpale - comune
reperto nella popolazione generale [Atroshi JAMA99P (FENOTIPO

CARDIO)

Pazienti con esclusivo interessamento neurologicon cevidenza
clinico/strumentale di neuropatia in assenza dinseglettrocardiografici,
ecocardiografici e clinici di cardiomiopatia amdotica (FENOTIPO NEURO)

Pazienti con interessamento misto cardiaco/neuic@ogaccertato con i
medesimi criteri clinici e strumentali (FENOTIPO $MO)

Abbiamo confrontato le caratteristiche cliniche #umentali (ECG ed
ecocardiogramma) al baseline (prima valutazione) p@aienti con fenotipo
cardiaco con quelli con fenotipo misto.

Il profilo baseline dei pazienti con fenotipo cah e stato anche confrontato
con quello dei pazienti affetti da SSA diagnostiedlo stesso periodo e con
guello di 30 pazienti matched per eta e sessotiaffiet cardiomiopatia
ipertrofica sarcomerica geneticamente documentata.

Analisi longitudinale (casistica di Bologna)

Per i pazienti con fenotipo cardio al momento dpliana valutazione abbiamo
valutato la storia naturale della malattia in terindi: mortalita (per tutte le
cause), sviluppo di segni clinico/strumentali dins@lgimento neurologico;
evoluzione clinica della cardiomiopatia (classe MYHI-IV); comparsa di
blocco atrio-ventricolare avanzato sintomatico t@éderichiedere I'impianto di
pace-maker (endpoint).

Analoghe valutazioni sono state effettuate perzigrdi affetti da fenotipo misto
e neuro.
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Sono state inoltre costruite curve di sopravvivepeala popolazione generale
sia con che senza censorizzazione al trapiantatffagolato o combinato) visto
che la malattia pud progredire nonostante lintdome di produzione della
proteina mutata da parte del fegato. Sono statdrencostruite curve di
sopravvivenza sia per specifiche mutazioni: Val30Mes nonVal30Met;
Val30Met vs lle68Leu vs Glu89GIn vs Altro; sia ggecifici fenotipi: cardio vs
SSA.

Poiché in questa specifica malattia il trapiantdedjato isolato ha uno scopo
profilattico non e stato considerato tra gli endippana comunque ne abbiamo
valutato i risultati a distanza in termini di sopravenza sia per tutti i pazienti
che in relazione alla mutazione Val30Met vs nonGMat. Infine abbiamo
valutato la sopravvivenza di tutti i pazienti sptisti a trapianto combinato.

Il follow up di questi pazienti & stato terminatel settembre 2011.

Definizioni diagnostiche e patient assessment

- La diagnosi di_amiloidosie stata posta sulla base della dimostrazione
istologica, in almeno un organo coinvolto, dellaati@ristica birifrangenza
“apple green” al microscopio a luce polarizzatgyatissazione del prelievo
con il colorante rosso Congo [Falk 2010].

- La diagnosi eziologica di ATTR e stata posta insprea di indagine
Immunoistochimica sul campione bioptico positiva p&R, unitamente alla
presenza di documentata mutazione puntiforme ggEmeé della transtiretina
[Ferlini FASEB J 1992].

- La diagnosi eziologica di SSA e stata posta in gea di indagine

Immunoistochimica sul campione bioptico positiva p@R, in assenza di
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mutazioni puntiformi per il gene della transtiretiall’analisi del DNA [Falk
2010].

L’interessamento cardiaco e stato definito da spesslel setto
interventricolare in telediastole > di 12 mm, inse&sza di altre cause
plausibili di ipertrofia ventricolare + almeno dwkei seguenti rilievi tra
ispessimento omogeneo dei foglietti di una valval@io-ventricolare,
Ispessimento del setto interatriale, aspetto a ‘tgyanular sparkling” del
setto  interventricolare  all’ecocardiogramma; e/o lgresenza
all’elettrocardiogramma di blocchi atrio-ventricolavanzati (superiori al |
grado) o di disturbi della conduzione intraventiace (blocchi di
branca/emiblocchi) [Gertz Am J Hematol 2005].

La diagnosi di coinvolgimento del sistema nervostomomo si € basata
sulla presenza delle seguenti manifestazioni: iened (prima dei 50 aa di
eta), ipotensione ortostatica sintomatica, diareeastipsi, incontinenza
urinaria e alterazioni della sudorazione [Bensarstfe and Nerve 2007].
La diagnosi di coinvolgimento del sistema nervosdferico si € basata su
caratteristici segni e sintomi neurologici ed ataststadiata da 0 a 3 a
seconda dell'entita: 0 = nessun coinvolgimentoz Icoinvolgimento
limitato agli arti inferiori senza impedimento ati@ambulazione autonoma
ma con significativo disturbo della percezione teafdolorifica; 2 = atrofia
dei muscoli distali degli arti inferiori con deperento/debolezza dei muscoli
della mano ed estensione del disturbo della pemeziermica e dolorifica
agli arti superiori; 3 = debolezza muscolare gdirzata con atrofia ed
areflessia diffuse, paziente costretto a letto paltrona, dolore e turbe della

percezione termica estese a capo e collo [Rapenylddd 2006].
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Metodiche strumentali

BIOPSIA ENDOMIOCARDICA ED ANALISI ISTOLOGICA

Nei pazienti in cui lanalisi istologica e avvenut&ramite biopsia
endomiocardica, tutti i campioni istologici (5 camp/paziente), allestiti in
soluzione al 10% di formalina, sono stati trattatn irradiazione per 5 minuti,
processati in forno a microonde e fissati con piawaf Sono state esaminate
multiple sezioni previa colorazione con ematosaHaosina, tricromica di
Mallory e rosso Congo, al fine di identificare l@epenza di amiloide mediante |l
riscontro di birifrangenza “apple green” al micropm a luce polarizzata.

ELETTROCARDIOGRAMMA ED ECOCARDIOGRAMMA

Per tutte le diagnosi e le misure elettrocardiaghaf si e fatto riferimento alle
definizioni standard [Surawicz Chou] e I'ECG etgtdefinito patologico in
presenza di uno o piu dei seguenti elementi: distdr conduzione (blocchi
atrio-ventricolari, blocco di branca destra, blockdranca sinistra, emiblocco
anteriore o posteriore), bassi voltaggi del QRSpjarza del QRS 0.5 mV
nelle derivazioni periferiche & 1 mV nelle derivazioni precordiali), alterazioni
del tratto ST e dellonda T ed aspetto a pseudoosec

Le valutazioni e misure ecocardiografiche sono aute in accordo con le
raccomandazioni della Societa Americana di Ecoogrdfia [Linee Guida eco
ACC 2003]. Una diagnosi di ipertrofia concentricastata fatta quando il
rapporto tra lo spessore del setto interventrieolarla parete posteriore in
telediastole era < 1.3. Il pattern di riempimen#d dentricolo sinistro e stato
valutato con il Doppler pulsato, posizionando ilumne campione all’apice dei
lembi valvolari mitralici ed é stato consideratstrétivo se soddisfatti i seguenti
criteri: 1) deceleration time < 150 msec; 2) ondanBa A > 2.5 [Garcia JACC
1998]. La massa ventricolare calcolata secondo @exeet al. [Devereux Am J
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Cardiol 1986] e stata considerata aumentata quark®® g/m2 nei maschi e >
110 g/m2 nelle femmine.

ANALISI GENETICA

Il DNA genomico e stato isolato dal sangue petf@igon tecniche standard. Per
la ricerca di mutazioni del gene della transtir@tigli esoni 2,3 e 4 del gene
presente sul cromosoma 18 (m11844) sono stati &oaplicon tecnica PCR
(Takara ExTaq Polymerase, TaKaRa Shuzo, Otsu, Japdizzando primer
precedentemente descritti in letteratura. | frammeénDNA amplificati sono
stati direttamente sequenziati usando il sequemeiahutomatico ABI Prism
3130 (Applied Biosystems, Foster City, Californidlrerlini FASEB J 1992;
Saraiva Am J Hum Genet 1991].

APLOTIPO

Alfine di identificare aplotipi fondatori comuninicasi selezionati € stata
effettuata un’analisi degli aplotipi del gene TTBgni aplotipo & costituito da
un set di 7 SNPs collocati negli introni del genERTche caratteristicamente
segregano con lui. Gli SNPs sono stati scelti svdise della frequenza allelica
(minore) e del pattern di linkage disequilibriunon® stati costituiti specifici
oligonucleotidi per amplificare le regioni contetiegli SNPs dal campione di
DNA. Gli SNPs erano identificati con sequenziamestandard (ABI Prism
3130). Gli aplotipi erano assegnati ai pazienti eellq condivisi erano
identificati.
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ANALISI STATISTICA

Le variabili continue sono state espresse comeanadrange interquartile]. Le
variabili categoriche sono state espresse come mypercentuali). Mediante
I'uso di tabelle di contingenza, l'indipendenzaléelariabili categoriche e stata
testata con il test esatto di Fisher o con il tedtchi-quadrato di Pearson (il
primo quando la frequenza attesa in almeno una delle tabelle 2 X 2 fosse <
5). Abbiamo utilizzato il t-test o I'analisi dellaarianza ad una via per |l
confronto tra gruppi in caso di variabili continukstribuite normalmente
(applicando il test di Bonferroni per i confrontiuttipli) ed il test di Mann-
Whitney U test/Kruskal-Wallis in caso di varialdistribuite non normalmente.
La sopravvivenza e stata rappresentata con curiaplian-Meyer. | pazienti
sono stati censorizzati al momento del trapiantéedato o combinato fegato-
cuore. Per analizzare le possibili associazioni torsopravvivenza e stata
inizialmente effettuata l'analisi di regressione @ox includendo variabili
cliniche, ecocardiografiche ed elettrocardiogradick’ stata quindi effettuata
un’analisi multivariata includendo nel modello lariabili risultate significative
all’analisi univariata (p<0.05) che non fosserorefate tra loro.

Le analisi sono state effettuate con il programnfATBA 11.2 SE (Stata
corporation, Texas, TX). Sono stati consideratnigicativi valori di P < di 0,05.
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PERCORSI DIAGNOSTICI

| pazienti sono giunti alla nostra attenzione augeglella comparsa di segni e/o
sintomi neurologici caratteristici della polineuatia amiloidotica familiare o di
sintomi cardiologici, oppure per screening faméian quanto parenti di | grado
di un soggetto affetto.
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RISULTATI

| parte: casistica di Bologha

Caratteristiche della popolazione studiata

Tra il 1990 ed il 2010, nei nostri centri, sonotistdentificati ed inclusi nello
studio 186 pazienti con ATTR. Tutti i pazienti epanCaucasici ed
appartenevano ad 89 famiglie diverse provenientnded, dal centro e dal sud
Italia (grafico 1).Tutti erano di origine italianad eccezione di un paziente
(affetto da mutazione Pha33Val) proveniente dadaubblica Macedone.

La tabella 2 mostra la lista completa delle mutaizibTR presenti nella
popolazione studiata (famiglie e pazienti). Soratestdentificate 26 diverse
mutazioni di cui la Val30Met era la piu frequenegsita da Glu89GIn e da
lle68Leu. Tutti i pazienti erano eterozigoti pemheitazioni identificate. Nessun
altra mutazione é stata identificata negli esoBid24.

La tabella 3 mostra il diverso percorso diagnostieopazienti: 89 (48%) sono
giunti alla nostra attenzione a seguito della casgaldi segni e/o sintomi
neurologici caratteristici della polineuropatia bmaotica familiare; 38 (20%)
per sintomi cardiologici (di cui 53% per scompersodiaco); 59 (32%) per
screening familiare in quanto parenti di | gradaidisoggetto affetto.

Profilo della malattia alla diagnosi e genotipo

Al momento della diagnosi, 109 (58%) pazienti me&ino un fenotipo misto,
46 (25%) un fenotipo neuro e 31 (17%) un fenotipadio (grafico 2). Tutti i
pazienti con fenotipo cardio mostravano sia anamaklettro che
ecocardiografiche mentre tra i pazienti con fermtpisto 8 mostravano solo
anomalie elettrocardiografiche (n = 1 blocco dinm@sinistra; n = 2 blocco di
branca destra; n = 5 emiblocco anteriore sinisinoassenza di alcun segno
ecocardiografico di infiltrazione amiloidotica. 5 duesti 8 pazienti erano

portatori della mutazione Val30Met. La biopsia emducardica €& stata
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effettuata in 66 pazienti con coinvolgimento cacdi@onfermando in tutti i casi

la presenza di amiloide. Diverse le ragioni pericastanti 74 pazienti non sono
stati sottoposti a biopsia endomiocardica tra eté& avanzata e significativo
grado di compromissione generale; dati strumegialiampiamente indicativi

associati a familiarita positiva per amiloidosiregenza di mutazione all’analisi
del DNA,; identificazione di infiltrazione di amilde in altri tessuti: adiposo,
tratto gastrointestinale, nervo surale.

Le principali caratteristiche cliniche, alla primnaservazione, della popolazione
In studio sono riassunte nella tabella 3 facenterimento alla classificazione
fenotipica sopra riportata.

Ogni fenotipo era associato a diverse mutazioni TERlifferenti mutazioni
determinavano il fenotipo cardio (la piu frequenta lle68Leu) ; 11 differenti
mutazioni determinavano il fenotipo neuro (la pieguente era Val30Met); 21
differenti mutazioni erano associate al fenotipcstmi(la piu frequente era
Glu89GiIn). D’altra parte diverse mutazioni TTR aeryamssociate a piu di un
fenotipo: la mutazione Val30Met sia con quello meane con quello misto, la
muazione lle68Leu prevalentemente con il fenotipaio ma anche in 1 caso di
fenotipo misto ed in 3 casi (peraltro giovani donmke fenotipo neuro; la
mutazione GIlu89GlIn era prevalentemente associdenatipo misto ma e stata
anche trovata in 8 casi con fenotipo neuro ed Ifeoatipo cardio (grafico 3).
Dei 31 pazienti con fenotipo cardio 15 (48%) avevprecedentemente ricevuto
una diagnosi errata (cardiomiopatia ipertrofica i; €ardiomiopatia dilatativa n
= 2; cardiopatia ipertensiva n = 3; cardiopatiahéuica cronica n = 2;
amiloidosi AL n = 1). In tutti questi casi il sogtfee di una cardiomiopatia
amiloidotica € emerso dalla lettura combinata cénielettrocardiografica ed
ecocardiografica in cui la presenza di una ipadreentricolare sinistra (non
spiegata) non si associava a segni di ipertrofrdriamlare sinistra allECG.
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Condivisione dell’aplotipo

20 soggetti con la mutazione lle68Leu provenieatifamiglie non imparentate
tra loro sono stati analizzati per identificarepassibile fondatore comune. Tutti
| soggetti analizzati erano omozigoti per gli allpiu frequenti degli SNPs:
rs9304103 (introne 1), rs7231173 (introne 1) e@04118 (esone 4). 5 pazienti
erano eterozigoti A/G per il polimorfismo rs10800@#rone 2) ed i rimanenti 7
pazienti erano omozigoti G/G per lo stesso SNP. P& polimorfismi
nell'introne 3 come rs3764476, rs7235277 ed rs38948 pazienti analizzati
erano eterozigoti, rispettivamente G/T, C/G e AAL ipsuddetti SNPs, mentre i
restanti 6 soggetti erano tutti omozigoti T/T, G C/C. | 4 SNPs informativi
dimostrano che tutti i pazienti condividevano utoipo comune che suggerisce
un comune predecessore supportando lipotesi chendéazione TTR sia
originata nello stesso allele fondatore in tugiazienti studiati non imparentati
tra loro. Tutti e 20 i pazienti venivano da unagéarea del centro-nord Italia
(circa 20.000 Km2) (grafico 4)

Caratteristiche strumentali
La tabella 4 riassume le principali caratteristieiettrocardiografiche (4a) ed
ecocardiografiche (4b) dei due fenotipi con coigunkento cardiaco.

ECG (tabella 4a): Nessuno dei pazienti con fenotipalicae circa il 10% dei

pazienti con fenotipo misto aveva un ECG normale. differenze piu

significative tra i due gruppi di pazienti ATTR somelativi a: frequenza di
fibrillazione atriale, presenza di pace-maker e pdittern ischemico. La
prevalenza di bassi voltaggi del QRS era bassae$ifenotipo cardio (35%) sia
in quello misto (23%).

Ecocardiogramma (tabella 4b): sono state identificate differenzgndicative
per i seguenti aspetti morfo-funzionali del verdltcsinistro: spessori parietal
(sia setto interventricolare che parete posterionassa indicizzata tra i maschi,
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diametri telediastolici e telesistolici e fraziowéeiezione. Anche i diametri
dell’atrio sinistro, il versamento pericardico ‘&sspgessimento delle valvole atrio-
ventricolari sono risultati significativamente maggnel gruppo cardio.

Follow up generale

Durante un follow up mediano di 36 mesi [14-50], gazienti sono stati
sottoposti a trapianto d’organo di cui 13 a trafparombinato cuore fegato (4
del gruppo cardio di cui 1 ha subito un concoméatnapianto renale per una
coesistente insufficienza renale cronica non semaaall’amiloidosi - pregressa
glomerulonefrite acuta; 9 del gruppo misto), 1 solmre ed i restanti 27 a
trapianto isolato di fegato (23 del gruppo mistatel gruppo neuro).

66 pazienti sono morti (9 del gruppo cardio, 36gtappo misto e 21 del gruppo
neuro). La causa di morte principale per i pringr@ppi era rappresentata dallo
scompenso cardiaco refrattario alle cure mentre ipgruppo neuro dalla
progressione della neuropatia soprattutto disaumized con conseguente
cachessia.

5 (16%) dei 31 pazienti con esclusivo coinvolginseocardio hanno sviluppato
anomalie all’esame neurologico durante il periodéotdow up, suggerendo la

comparsa di lieve neuropatia sensitiva (alteratagzgone termo/dolorifica agli

arti superiori o inferiori in assenza di alcun calgimento motorio). Questi

segni erano evidenti esclusivamente alla valut&zimgurologica e mai associati
a sintomi spontaneamente riportati.

| grafici (5a e 5b) rappresentano le curve di sogvenza della nostra intera
popolazione rispettivamente con dati non censdiizzeensorizzati al trapianto
(isolato o combinato). La frequenza di mortaliti@ade (per 100 pazienti-anno)
Si attesta rispettivamente intorno a 11 e 12%.
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| grafici (6a e 6b) rappresentano le curve di sogvenza della nostra intera
popolazione rispettivamente con dati non censdiizzeensorizzati al trapianto
(isolato o combinato) in relazione alla mutazior&3@Met vs NonVal30Met.
Nel gruppo non censorizzato la frequenza di maé@tainnuale (per 100 pazienti-
anno) si attesta rispettivamente intorno a 8% e 1f% 0.02) mentre nel
gruppo censorizzato la frequenza di mortalita aten(per 100 pazienti-anno) si
attesta rispettivamente intorno a 9% e 14% (p 38).0

Il grafico 7 rappresenta le di sopravvivenza deltstra intera popolazione in
relazione alle 4 mutazioni piu frequentemente reppntate Val30Met vs
Glu89GIn vs lle68Leu vs Altro. La p tende ma nomggiange i criteri di

significativita.

Follow up dei pazienti sottoposti a trapianto

Tra il 1993 ed il 2011 41 pazienti sono stati qudkti a trapianto (27 di solo
fegato;1 di solo cuore; 13 combinati). 14 pazi€B4%) erano portatori della
mutazione Val30Met, 11 della mutazione Glu89GIn%2,72 della mutazione

lle68Leu (5%), 14 altro. Il follow up mediano diegti pazienti € 31.1 mesi []. |

morti sono risultati 17 (41.4 %: 14 ovverosia 528bgruppo OLT e 3 ovverosia
21% nel gruppo combinato) di cui 3 per complica®d ed 1 per complicanza
di OLT-HT, 2 per progressione della neuropatia,e2 gcompenso cardiaco, 3
per sepsi, 4 per altro. Solo 2 i decessi relatipazienti sottoposti a trapianto
combinato (tabella 5).

Nel grafico 8 (a e b) sono rappresentate le cunsopravvivenza dei pazienti
sottoposti a trapianto di fegato isolato. Il grafia rappresenta tutti i pazienti
(27) e mostra una mortalita annua del 7% (per 18@rmo). Il grafico b
suddivide la popolazione in Val30Met vs NonVal30Metnostra una mortalita
del 5% vs il 12% (per 100 pz-anno) con una P chdeana non raggiunge la
significativita (0.09).
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Nel grafico 9 é rappresentata la curva di sopranza dei pazienti sottoposti a
trapianto combinato cuore-fegato (14). La mortaiisalta del 4% (per 100 pz-
anno).

ATTR vs amiloidosi sistemica senile e cardiomiopatiipertrofica

Durante il periodo di studio (1990-2010), 30 pa#i®anno ricevuto la diagnosi
di amiloidosi sistemica senile (SSA). Nello studper confronto, sono stati
inclusi 30 pazienti (matched per eta e sesso) @diamiopatia ipertrofica
(CMPI) sarcomerica geneticamente documentata. L&azimni sarcomeriche
includevano: MYBPC in 19 pazienti, TNNT2 in 6 paziee MYH7 in 4; una
mutazione doppia coinvolgente MYH7 e TNNI3 era prégs in un caso isolato.
La tabella 6 riporta le principali caratteristichkniche, elettrocardiografiche
(tabella 6a) ed ecocardiografiche (tabella 6b)3depazienti con fenotipo cardio
e dei pazienti con SSA e CMPI.

Mentre i pazienti con SSA erano piu vecchi (77 Vsa@d), il profilo ECG ed
ecocardiografico di questi pazienti era piuttostoilse a quello dei pazienti con
ATTR a fenotipo cardio. Gli ECG dei pazienti con EMerano caratterizzati da
valori medi di score totale del QRS piu alti e passi valori medi di QTc. La
prevalenza di bassi voltaggi del QRS, fibrillazicsteiale e blocco di branca
sinistra era minore nelle CMPI, mentre erano piagf@ienti un “pattern
iIschemico” ed ipertrofia ventricolare sinistra @la 6a). Dal punto di vista
ecocardiografico, nonostante valori simili di smpeesdel setto interventricolare,
| pazienti con ATTR a fenotipo cardio e gli SSA sgatavano maggiori spessori
della parete posteriore del ventricolo sinistraltire, versamento pericardico ed
ispessimento delle valvole atrioventricolari ergm@ticamente assenti nelle
CMPI. La frazione d’eiezione era normale nelle CMRéntre risultava ai limiti
inferiori di norma o lievemente ridotta nella mamgparte dei pazienti con
ATTR a fenotipo cardio e negli SSA (tabella 6b). pattern di riempimento
transmitralico di tipo restrittivo era eccezionakdle CMPI mentre era presente
in circa 1/3 degli altri pazienti (tabella 6b).
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DISCUSSIONE

Il nostro studio dimostra che, in una popolazionaucasica di pazienti
originanti da un’area geografica non endemica peEFRRA come la nostra, piu del
15% dei casi alla prima valutazione ha un fenogsclusivamente cardiaco.
Sebbene una singola mutazione (con un documemnattatore comune) era
responsabile per piu del 70% dei casi, i restantistravano un’elevata
eterogeneita genotipica. Inoltre, sebbene 'ATTRh denotipo cardiaco sia
frequentemente erroneamente diagnosticata come GltEbmerica, il profilo
della malattia € piuttosto specifico e puo consentha diagnosi differenziale
clinica e strumentale non invasiva.

La popolazione dello studio deriva da tre centrritirimento che raccolgono
una percentuale rilevante dei pazienti italiani €9 R. | pazienti sono giunti
all  osservazione attraverso un’ampia gamma di qosic diagnostici
(neurologico, cardiologico, nefrologico, ematolagiecc.). La prevalenza
tendenzialmente bassa della mutazione Val30Met gnded ogni 4 famiglie) e
'ampia varieta di altre mutazioni (n=25) trovateella nostra coorte di
osservazione riflettono bene uno scenario geograio endemico con un pool
di geni che, per ragioni storiche, risulta piutitosterogeneo.

Come atteso, le caratteristiche dei nostri pazisotio piuttosto differenti da
guelle dei pazienti con mutazione Val30Met appaméina regioni endemiche
come il nord di Svezia e Portogallo, il Brasileee?l regioni Giapponesi in cui,
come sopra ampiamente descritto, il fenotipo negiob € predominante, il
coinvolgimento cardiaco € principalmente limitalosstema di conduzione e
I'insorgenza della patologia si verifica intorndaaterza-quarta decade di vita
[Bittencourt Eur J Neurol 2005; Ikeda Neurology 208uhr J Intern Med 2003;
Conceicao Muscle Nerve 2007; Ando Arch Neurol 20DBjgges J Med Gent
1993].

Nella nostra popolazione, come nel caso di altzigrdgi con ATTR provenienti
da aree geografiche Europee ed Americane non eolerflConceicao Muscle

Nerve 2007; Jacobson NEJM 1997: Yamamoto MuscleveNdi994: Violet
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Neurology 1998; Mak Amyloid 2007] I'insorgenza delinalattia tendeva ad
essere relativamente tardiva (di solito durantesdata decade di vita) ed i
pazienti erano prevalentemente maschi.

Eterogeneita fenotipica e correlazione genotipo-feripo

La valutazione sistematica dei pazienti con femotgardiaco/neurologico in
guesta ampia serie di pazienti ATTR evidenzia laglessita della relazione tra
le due principali manifestazioni cliniche di questalattia sistemica. Sebbene la
maggior parte (80%) dei pazienti affetti presentawa coinvolgimento
neurologico e circa 1/3 dei pazienti mostrava eselumente un coinvolgimento
neurologico alla diagnosi, le manifestazioni catdeerano piuttosto comuni.
Ben i 2/3 dei pazienti presentavano qualche sedineca@ o strumentale di
coinvolgimento cardiaco ed una minoranza, comundeeante (circa il 15%)
aveva un fenotipo esclusivamente cardiaco. Pdassificazione fenotipica non
abbiamo considerato la sindrome del tunnel carpatee segno specifico di
coinvolgimento neurologico trattandosi di un repazdmune nella popolazione
generale [Atroshi JAMA 1999]. 45% dei pazienti denotipo cardio e 41% di
guelli con fenotipo misto aveva una storia clinicgindrome del tunnel carpale.
Questa elevata prevalenza in entrambi i fenotipi coinvolgimento cardiaco
conferma precedenti report [Connors Am Heart J9208) sebbene una
spiegazione convincente per questa associazionesiaoancora stata trovata,
guesto reperto puod aiutare sia come suggerimeiitodiagnosi differenziale di
un paziente con ipertrofia ventricolare sinistran ngpiegata, sia come
incitamento al follow up cardiaco in pazienti cof PR documentata e solo
coinvolgimento neurologico. Ben lontano dalla siigativita ma decisamente
piu rappresentato nel fenotipo misto e piu precesam nei pazienti con
mutazione Thr49Ala é il coinvolgimento del vitrekale dato conferma quello
gia precedentemente riportato in uno dei pochi onteftaliani presenti in
letteratura relativo ad una famiglia siciliana [Aida Hum Mutation 1992]E’
Interessante notare come i pazienti con fenotipdiealla presentazione siano
rimasti liberi da manifestazioni neurologiche dueaii follow up mediano di
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circa 3 aa e che mentre il 20% di questi pazieatswluppato lievi anomalie
all’esame neurologico, suggerendo una lieve netigbpansitiva, tutti i pazienti
erano ancora completamente liberi da sintomi negroi all’'ultima valutazione.
Sebbene una singola mutazione della TTR (lle68Leya) associata con la
maggior parte di fenotipi cardio (circa 75%), alfrenutazioni erano associate a
guesta presentazione nella nostra popolazione diemqa Italiani. Questa
eterogeneita genotipica tra i nostri pazienti Caiastacon fenotipo cardio e
peculiare quando confrontata con la stretta reteziesistente tra un’unica
mutazione TTR ed il fenotipo cardio degli Afro-Anmemi (Vall22lle)
[Jacobson Hum Genet 1996], dei pazienti provenielaiie regioni degli
Appalachi e dalla contea di Donegal dell’ IrlanddrG0Ala) [Benson artritis
reumatism 1987; Sattianayagam 2011] e dai pazigntivenienti dalla
Danimarca (LeulllMet) [Ranlov Am J Med 1992]. | tniassultati rinforzano il
concetto di uno spettro di correlazioni genotipoefigpo che spaziano da
mutazioni prettamente neurologiche (Val30Met) a nmfer puramente
cardiologiche (lle68Leu e Vall22lle) attraverso aaibni associate con fenotipi
misti e variabili (Glu89GIn) (grafico 10). Sebbenk singolo grado di
correlazione genotipo-fenotipo sia elevato, la miotze di un singolo gene non
conduce necessariamente all’espressione di unipensingolo (grafico 3).
Infatti noi abbiamo trovato una rilevante varidailintra-mutazione ed intra-
famiglia, in particolare per le mutazioni lle68LelGIlu89GIn (tabella 3). Come
per altre patologie apparentemente monogenichdiff &teart Fail Rev 2005],
“geni modificatori” possono contribuire alla divarsespressione fenotipica,
anche se al momento non esistono dati in gradagpetare questa ipotesi
nellATTR [Soares Hum Mol Genet 2005]Tale dato si aggiunge a quelli gia
precedentemente noti e descritti in relazione assipli determinanti
dell’'eterogeneita fenotipica dei pazienti con ATgRali il sesso dei pazienti
(coinvolgimento miocardio meno rilevante nelle dersuggerendo che alcune
caratteristiche biologiche possono proteggerle’idfillirazione di sostanza
amiloide [Rapezzi Amyloid 2008; Bittencourt Eur @uol 2005]) e del genitore
responsabile della trasmissione del gene mutattaftiaapiu precoce e grave se
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trasmessa dalla madre come descritto nelle fanfgylexlesi e Portoghesi affette
da mutazione Val30Met) [Hellman U Amyloid 2008; Bai Amyloid 2009], la
composizione delle fibrille (transtiretina interaf@mmentata [Bergstrom J
Pathol 2005]), la distribuzione geografica e laolygia di aggregazione:
endemica o non endemica [Rapezzi Nat Rev CardidD28ittencourt Eur J
Neurol 2005; Ikeda Neurology 2002; Suhr J Internd\2®©03; Ohmori J Med
Gent 2004; Conceicao Muscle Nerve 2007] (graficp 11

Lo studio relativo all’aplotipo condiviso suppotfiartemente I'esistenza di un
predecessore comune per tutti i pazienti con lleé8analizzati. Si deve anche
notare che, nella maggior parte dei casi, i pazemrt lle68Leu provenivano da
una definita area geografica intorno all’ Appennifmsco Emiliano suggerendo
uno scenario endemico.

Profilo della malattia dei pazienti con fenotipo cadio e diagnosi
differenziale

Il profilo clinico e strumentale dei pazienti ATTRon fenotipo cardio e
relativamente ben definito.

Infatti nella quasi totalita dei casi si trattapdizienti maschi > 65 aa, con segni
di scompenso cardiaco ed ipertrofia ventricolaressia all’ecocardiogramma.
Si pud notare che la frazione d’eiezione del veata sinistro € moderatamente
depressa sebbene le sue dimensioni non siano aatmdreta alla diagnosi (70
[62-75] aa) € in media di 17 aa superiore a quidiapazienti con fenotipo
misto (53[43-62] aa) e di 28 aa superiore a quadliapazienti con fenotipo
esclusivamente neurologico (42 [37-61] aa). Qudgterenze possono essere
solo parzialmente riconducibili alla diversa peapha eta-correlata delle
singole mutazioni poiché le manifestazioni cardeacbmpaiono in un’eta piu
avanzata se comparate con quelle neurologiche drelpazienti con la stessa
mutazione (es.nel caso della mutazione lle68Lesof@o del fenotipo cardio
avviene a 68 = 6 aa mentre quello neuro a 38 £} aa

La spiegazione di questo fenomeno non e chiarauridaparte e possibile che
'assenza di sintomi neurologici faccia arrivarel pardivamente il paziente
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allattenzione del medico. Dall’altra parte, € aiente probabile che
I'infiltrazione miocardica delle amiloidosi transdtino relate (sia ereditaria che
senile) richieda piu tempo rispetto a quello nemegsper sviluppare una
neuropatia.

Il nostro riscontro che la maggior parte dei pazieon cardiomiopatia erano
maschi € in linea con l'ipotesi che il sesso femimitnella fatti specie della sua
caratterizzazione ormonale) conferisca qualche epiote rispetto
all'infiltrazione miocardica di amiloide [RapezzillRev Cardiol 2010].
Confrontati con i pazienti con fenotipo misto, izmanti con fenotipo cardio
hanno un coinvolgimento cardiaco piu rilevante s&l’'ECG che
all’ecocardiogramma (tabella 4). Ancora una volt@difécile stabilire se queste
differenze sono dovute ad un bias temporale oppilbabilmente, il grado di
infiltrazione miocardica e intrinsecamente maggioralcune mutazioni TTR e
in alcuni pazienti ATTR.

In letteratura ci sono solo pochi report relatiypazienti con ATTR con fenotipo
cardiaco e derivano principalmente da coorti diigraz (il piu delle volte
appartenenti ad una singola famiglia) con una s$agwtazione per la TTR |
Jacobson NEJM 199%attianayagam 2011; Ranlov Am J Med 1992]

Negli unici due lavori che riportano dati ecocagiafici di un piccolo gruppo di
pazienti con la mutazione Vall22lle sia gli speisdet setto interventricolare
che la frazione d’eiezione sono comparabili comstn risultati [Connors Am
Heart J 2009].Analogamente, il coinvolgimento cardiaco dei patziérlandesi
e Scozzesi con la mutazione Thr60Ala e carattenzda ipertrofia concentrica
e moderata disfunzione ventricolare sinistra ireasa di bassi voltaggi del QRS
nella maggior parte dei casi [Sattianayagam 2011].

| nostri dati confermano che la cardiomiopatia aidibtica ATTR con fenotipo
esclusivamente cardiaco € frequentemente errongéanukagnosticata come
cardiomiopatia ipertrofica. La disponibilita di @ruppo di controllo matched
per eta e sesso con una diagnosi definitiva (gsaregnte provata) di
cardiomiopatia ipertrofica consente di confrontadeverse tipologie di
cardiomiopatie con ipertrofia ventricolare siniste l'attenta lettura sia
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dell’ecocardiogramma che dell’'elettrocardiogramnfi@eodiversi suggerimenti
per una diagnosi differenziale. All’ecocardiogramma differenze piu
sostanziali sono relative alla distribuzione dp#itrofia ventricolare sinistra
(concentrica nella cardiomiopatia amiloidotica eg@lmente asimmetrica nella
CMPI), alla funzione sistolica ventricolare singstr(con dimensioni tele
diastoliche maggiori e frazione d’eiezione piu coomessa nella
cardiomiopatia amiloidotica) e alla coesistenzavelisamento pericardico ed
ispessimento delle valvole atrio-ventricolari (fueqte nei pazienti con
cardiomiopatia amiloidotica e sostanzialmente asseella CMPI). Tali dati
sono peraltro in linea con quelli pubblicati da lLewet. al sulla CMPI
nell’anziano [Lewis JACC 1989].

AI'ECG le principali differenze sono rappresentat@alla frequenza delle
alterazioni ischemiche della ripolarizzazione (ragdiu frequenti nella CMPI),
dall'intervallo QTc (piu prolungato nella cardiorpitia amiloidotica) e dai
bassi voltaggi del QRS (maggior prevalenza nellen& ATTR ed SSA).
Comunque, nonostante una significativa differeraiavdlori di QRS score tra i
due gruppi, solo il 35% dei pazienti con ATTR mas# un pattern con bassi
voltaggi del QRS. Questo reperto conferma ossesmazprecedenti che
riportavano un’elevata prevalenza di bassi voltatgiQRS (50% dei casi) solo
in pazienti con cardiomiopatia amiloidotica AL [Regzi Circ 2009; Garcia
Pavia].

Mentre una lettura accurata di ECG ed ecocardiogi@muo consentire una
diagnosi differenziale tra cardiomiopatia ATTR e BEM la diagnosi
differenziale tra ATTR e SSA é fattibile esclusivame con la genetica poiché,
a parte I'eta, non ci sono altri reperti clinicistrumentali significativamente
differenti tra i due gruppi.

Storia naturale

La storia naturale dellATTR e solo parzialment@@sciuta a causa della rarita
della malattia e della sua elevata eterogeneitatgeca. La maggior parte dei

dati di outcome e prognosi relativi all' amiloidasardiaca deriva dai pazienti
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con forma AL [Falk 2010; Rosenzweig J Hematol Orig@l1]. | pazienti con
cardiomiopatia da ATTR hanno un decorso piu lemniguelli con forma AL e la
progressione della neuropatia e lo scompenso reg@mi@Eno le loro principali
cause di morte [Herlenius Transplantation 2004pme€ nella forma AL anche
nellATTR il coinvolgimento cardiaco rappresenta uattore di rischio
incrementale per tutti gli eventi e per quelli gav@scolari. Di conseguenza, le
mutazioni non-Val30Met in cui il coinvolgimento ciéico € piu frequente e
severo, sono associate ad una prognosi particaenefausta, anche dopo un
trapianto di fegato riuscito [Herlenius Transpldiota 2004]. Cio € supportato
anche nella nostra popolazione, in cui la sopranza generale a 5 aa eged

in cui le curve di Kaplan Meier mostrano come lagorosi dei pazienti con
mutazione Val30Met sia significativamente migliatspetto ai nonVal30Met
sia quando non censorizzati che quando censoriatatiapianto (isolato o
combinato). Molto poco si sa sulla causa sottostantincidenza della morte
improvvisa che e stato riportato essere assocmtala comparsa di blocchi
atrio-ventricolari avanzati, tachicardia ventrigeldibrillazione ventricolare, o
(probabilmente piu frequentemente) dissociazionettreineccanica [Falk
2010].

Implicazioni terapeutiche

Quando si considerano pazienti con ATTR ad esausivinvolgimento
cardiaco insorgono problemi terapeutici particoldel’ATTR, il trapianto
ortotopico di fegato al momento rappresenta l'uni@tamento in grado di
modificare I'andamento della malattia in quantob#izza, se effettuato per
tempo, la progressione della neuropatia [Herlefmnamsplantation 2004]. Pero,
nonostante il trapianto possa avere successo, menouilevante di pazienti con
coinvolgimento cardiaco manifesta una progressideléa cardiomiopatia che
talora rappresenta addirittura la causa di mort&-papianto (4% dei casi; la
meta entro i primi 3 mesi) [Dubrey Transplantati®97; Ohya Surg Today
2011]. Per tale motivo € fondamentale una corredlatazione pre-operatoria
del grado di coinvolgimento cardiaco per stabilaepriori una possibile
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necessita di un trapianto combinato cuore-fegatbi@mo infatti documentato
come in un contesto non endemico come il nostratiidi sopravvivenza dei
pazienti sottoposti a trapianto combinato piuttatte isolato sono migliori e cio
e giustificato dal fatto che sia nei Val30Met nordemici (in cui comunque €
presente un coinvolgimento cardiaco) che nei ndBddket si sospende la
progressione del fattore prognostico piu negatev@ardiomiopatia.

Inoltre, nei pazienti con fenotipo esclusivamerdaed@co che prospettano una
progressione della cardiomiopatia ma non lo svilugpsintomi neurologici, il
trapianto di fegato puo essere discutibile. Lanaodécisione di procedere con il
trapianto combinato cuore-fegato, per ora, € emdaia necessita di sostituire
Il cuore e dalle attuali indicazioni relative apranto di fegato nei pazienti con
ATTR. Riteniamo pero che, in casi selezionati cedsivo fenotipo cardiaco,
potrebbe essere ragionevole effettuare un trapiganaiaco isolato in quanto ci
sembra improbabile che il paziente possa sviluppaeerecidiva di amiloidosi
cardiaca nei tempi di durata del graft e che hiiscldizionali non supportino un
concomitante trapianto di fegato. Tale approcaianomento, e stato scelto in
soli 3 casi descritti in letteratura e tutti relat pazienti portatori di mutazione
Vall22lle. 1) paziente di origine afro-caraibicartatore della mutazione in
omozigosi sottoposto a trapianto di cuore isolditeta di 59 aa. Follow up di 3
aa senza apparente amiloidosi del graft e di algani [Hamour Am J of
Transplantation 2008] ; 2) paziente di 60 aa dewedapo 71 gg dal trapianto
per polmonite batterica; 3) paziente di 54 aa @low up di 1 aa senza segni
apparenti di amiloidosi del graft [Varr J Heartldrung Transplant 2011]. Studi
futuri, piu ampi, potranno contribuire a scelteapgrutiche piu idonee in merito.
Inoltre, come avvenuto per i pazienti affetti damogpatia in cui in uno studio
pilota di fase 2/3 condotto su 128 pazienti con udoentata mutazione
Val30Met lo stabilizzatore della transtiretina fammidis Meglumine (molecola
a somministrazione orale derivata dal FANS diflahisa evidenziato, nell'arco
dei 18 mesi di osservazione, una sospensionedrgssione della patologia, un
miglioramento della qualita di vita e dello statatnizionale [Coelho Neurology
2010; Sekijima Amyloid 2006; Ratner Nat Biotech20I09]; anche i pazienti
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con fenotipo cardio e con forma senile dovrebbesers inclusi in protocolli
prospettici dedicati in grado di valutare gli efifedi tali farmaci sulla
progressione di malattia.
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LIMITAZIONI

Interpretando i nostri dati, ed in particolare l@valenza dei diversi fenotipi,
necessario considerare il contesto geograficoogidgni etniche della popolazione
In studio. | nostri dati non necessariamente pass@ultare applicabili ad altri

contesti geografici con diverso background genef@mmunque, date le analogie
esistenti tra i profili elettrocardiografici ed @asdiografici dei nostri pazienti e di
guelli precedentemente riportati per i pazienttgiri delle mutazioni Vall22lle e

Thr60Ala, € plausibile che i nostri suggerimenti [zediagnosi differenziale tra i

pazienti affetti da ATTR cardiaca e cardiomiopafirtrofica possano essere
utilizzati anche in altri contesti. A questo propes nonostante le differenze
statisticamente significative dei dati clinici eushentali tra i due sottogruppi
analizzati, il numero limitato di pazienti in esam@n consente di ottenere valori di
cutoff sufficientemente affidabili in termini di ssitivita e specificita.
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CONCLUSIONI

Un sottogruppo rilevante (circa il 15%) di pazier@@iaucasici affetti da ATTR,
In un’area non endemica per questa patologia,llagp@sentazione, un fenotipo
esclusivamente cardiaco e non sviluppa sintomialegici di rilievo ad un
follow up a medio termine. Nel nostro setting latamione lle68Leu € quella
maggiormente correlata a questo fenotipo che éttesraato dalla netta
prevalenza di pazienti di sesso maschile con disigm eta piu avanzata.
Peraltro i pazienti con lle68Leu mostrano un aptmiondiviso indicativo di un
possibile fondatore comune.

Si conferma quindi che in una malattia descritieme neurologica, esiste, di
fatto, uno spettro di espressioni cliniche con wwngnificativa correlazione

“genotipo-fenotipo”, che va dalla forma Val30Meoiiina portoghese classica)
con interessamento essenzialmente neurologico (FAllR) forme legate alle
mutazioni Vall22lle (“Afro-Americana”), LeulllMetfofma Danese”),

Thre0Ala (“Irlandese”) e lle68Leu con fenotipo esgalmente cardiologico,
passando attraverso fenotipi misti che sottendononumero elevato di
mutazioni.

Inoltre, questa cardiomiopatia amiloidotica — agsaca diverse mutazioni della
TTR - é frequentemente erroneamente confusa, ab pli vista diagnostico,
oltre che con le piu comuni cardiopatie ischempertensiva, con la forma
senile o con la cardiomiopatia ipertrofica. Pur patendo delineare cut-off di
diagnosi differenziale possiamo affermare che terdd analisi
elettrocardiografica ed ecocardiografica pud cotigeuna corretta diagnosi
differenziale tra la forma ATTR e la CMPI mentre jee diagnosi differenziale
ATTR — SSA e assolutamente necessatrio il test genet

Abbiamo inoltre sollevato il problema del trapiamimmbinato cuore-fegato nei
pazienti con forma ad esclusivo coinvolgimento @ara in cui il ruolo della
sostituzione del fegato € discutibile.
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REGISTRO THAOS (Il PARTE)

Materiali e metodi

I Thaos € un registro osservazionale, multiceafrianultinazionale e
longitudinale dei pazienti affetti da amiloidosnféiare transtiretino relata o da
amiloidosi sistemica wild type o semplicemente ginti asintomatici della
mutazione. Tale registro e’ stato istituito nel 200 collaborazione con gli
esperti clinici di questa patologia e disegnato:per

- descrivere le caratteristiche dei pazienti affgdtimalattia;

- caratterizzare la variabilita, la progressione stdaia naturale della malattia;

- caratterizzare le differenze regionali nellespi@ss della malattia e la
relazione genotipo-fenotipo;

- valutare la qualita di vita/ospedalizzazioni dezipati affetti;

- valutare le terapie in atto/trapianto;

- sviluppare nuove raccomandazioni di trattamento;

- fornire pubblicazioni continue sui dati di sopraxesmza.

Attualmente partecipano al registro 46 centri inpa@si (figura 10) e sono stati

arruolati 1119 pazienti di cui sono riportati deinici e strumentali cardiologici,
neurologici e di funzionalita renale.
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Figura 10.Centri partecipanti al registro THAOS

L’istituto di Cardiologia di Bologna, in collabor@ne con la Neurologia
dell’Ospedale Bellaria, partecipa attivamente gigteo internazionale inserendo
nel database tutti i pazienti affetti da ATTR in m@&a anonima, previa
acquisizione di consenso informato ed aggiornaadoggni visita di controllo,

tutti i dati relativi allo stato clinico e strumeite del paziente.

Risultati

Numero e distribuzione geografica dei pazienti

Al momento dell’analisi (1/09/2011) i dati erandatevi ad 828 pazienti (dei
1119). 69 erano affetti da forma wild type sintoicet 541 da forma ATTR
sintomatica, 217 erano portatori asintomatici ditamione per la TTR ed 1 era
portatore asintomatico di forma wild type.

Nelle figure sottostanti € rappresentata la peusdatdei pazienti arruolati in
relazione al Paese di provenienza.

Per quanto riguarda la forma ATTR la maggior pddepazienti proveniva dal
Portogallo e a seguire dagli Stati Uniti,dall’'leak dal Giappone (figura 11).
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Figura 11. Percentuale dei pazienti con ATTR arruolati in relazione al Paese di proxgenienz

Mentre per quanto riguarda la forma wild type laggiar parte dei pazienti
proveniva dagli Stati Uniti e a seguire dalla Gemrag dall’ltalia (figura 12).

Germany
15%

Denmark
4%

ltaly
11%

France
1%

Figura 12. Percentuale dei pazienti con forma wild type arruolati inzietee al Paese di
provenienza

Distribuzione geografica delle mutazioni
Globalmente sono state identificate 41 mutazioaiMal30Met e rappresentata
nel 66.6% dei casi con massima concentrazione todalo, Brasile e Svezia.
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La Vall22lle e la Glu89GiIn (rispettivamente 4 e %Y sono le mutazioni piu
rappresentate tra le non Val30Met e si
rispettivamente negli Stati Uniti ed in Italia. $0b dopo troviamo la
LeulllMet (in Danimarca), la Thr60Ala (Stati Unitiirlanda) e I' lle68Leu in

Italia (figura 12+13).

Mutation Total

Val30Met 649
Vall22lle 39
Glu89GIn 19
LeulllMet 17
Thr60Ala 15
lle68Leu 15

% of pts with
TTR mutation
66.6

4.0

1.9

1.7

1.5

1.5

trovano glestemente e

Cumulative
%

66.6

70.6

71.9

73.6

75.1

76.6

Figura 12. Espressione numerica e percentuale delle 6 mutazioni princip&liazione alla
coorte di pazienti analizzata (tot 828 pz). Da notare che quesszionitcoprono il 76.6%

dei pazienti total
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Figura 2. Commaon TTR Mutationa in THADS by Courtry of Birth
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Figura 12. Distribuzione geografica delle principali mutazioni

Eterogeneita fenotipica

L’analisi dei dati provenienti dal THAOS ha confetm I'esistenza, tra i
pazienti affetti da ATTR, di un’importante eterogéa fenotipica dipendente in
primo luogo dalla specifica mutazione, e quindil'dea geografica di
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provenienza, dall’eta di insorgenza dei sintomi, skesso del paziente e del
genitore che ha trasmesso la mutazione.

Il fenotipo dei pazienti affetti da ATTR differisgiindi molto a seconda della
mutazione ma €& emerso che tutte le mutazioni soseocate ad un
coinvolgimento multiorgano di entita variabile. ¢renerale fra i pazienti con
ATTR i sintomi di esordio della malattia erano reggentati dalla neuropatia
sensitiva (56.1%) con coinvolgimento da distale rasgpimale mentre meno
frequentemente la malattia esordiva con una netieop#otoria (3.8%). Come
gia noto in letteratura la mutazione Val30Met pr¢seall’esordio una
manifestazione prevalentemente neurologica meatneutazioni non Val30Met
(in primis Vall22lle e LeulllMet) e la forma seniprevalentemente

cardiologica.

100
80
o 60
=
0
5
. 40
@
o
0
Motur Sensory Autonomic Cardiac
neurcpathy  neurcpathy
ATTR-related symptom
. Val30Met (n=384) Vali22le (n=28) Leu111Met (n=10) . WT (n=569)
Gl = gastrointestinal.
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Figura 13. Espressione del coinvolgimento dei vari organi nelle diverse mutazioni.
Prevalentemente neurologico (sensitivo, motorio e disautonomico)maiteione Val30Met
e prevalentemente cardiologico nella mutazione Vall22lle, Leull1lMetadforetia senile.

Nell'ambito della mutazione Val30Met vanno poi t& le forme ad
Insorgenza precoce (< 50 aa) da quelle tardiveO(ad che in letteratura fan
rispettivamente riferimento alle forme endemichdéevson endemiche. Infatti, a
parita di neuropatia sensitiva, nelle prime previdedisautonomia e nelle
seconde la neuropatia motoria e l'interessamentdiaiagico che si presenta
con una frequenza di 7 volte maggiore (figura 13-14

D. Val30Met, Early Onset E. Val30Met, Late Onset
n=295 n=86

o
E%

e

M Sensory neuropathy B Mator neuropathy B Autonomic neuropathy

M Gastrointestinal symptoms B Cardiac symptoms | Other

Figura 14. Differente manifestazione clinica della mutazione Val30Met exosda
dell'insorgenza precoce (< 50 aa) o tardiva (> 50 aa) della malattia.

Nei pazienti affetti da SSA le manifestazioni caldgiche erano i primi sintomi

di presentazione (77.3%) seguiti dai sintomi catiedlla neuropatia sensitiva
(7.6%) che peraltro ancora non €& chiaro se sianputati alla patologia

amiloidotica o rappresentino delle semplici comaitii (fig 13).

Per quanto riguarda 'eta di presentazione di mialat generale € piu precoce

(di circa 20 aa) per i pazienti con mutazione V&80 piuttosto che per i
pazienti con mutazione non Val30Met (fig 15).
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Figura 15. Differenza di eta di presentazione clinica nei pazienti con30Mét vs
NonVal30Met. Cumulative incidence al 50% 35 vs 55 aa.

Ruolo del sesso del paziente e del “transmittimgma

Le differenze di espressione di malattia amiloicktisesso-relate sono un
argomento ancora piuttosto inesplorato. Se datorelaoto che nella forma AL
il rapporto maschi: femmine e circa 1:1 e che nieltena wild type i malati sono
guasi solo maschi i dati nella forma ATTR sono saciente meno lineari.

In letteratura nelle forme Val30Met endemiche pparto maschi:femmine é
circa 1:1 mentre nelle forme Val30Met non endemigrevale l'interessamento
maschile. Data la dispersione dei casi fra le dwenutazioni non Val30Met &
piu difficile fare una valutazione in tal sensoo€he &€ emerso dal registro € che
in generale il rapporto fra maschi e femmine éostat5, variando da 0.55 per la
mutazione GIlu89GIn a 2.88 per la mutazione Val¥2tlonsiderando le sole
mutazioni con almeno 10 pazienti).

Analizzando in dettaglio gli aspetti cardiologicirapportandoli al sesso del
paziente e stato osservato come il valore mediatio spessore della parete del
ventricolo sinistro indicizzato per l'altezza e iaassa ventricolare sinistra
indicizzata erano maggiori negli uomini rispettdeatlonne (8.54 vs 6.62
[p<0.001] e 156.7 vs 101.1 [p<0.001] rispettivane@nt predittori positivi di
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iIncremento dello spessore medio del LV erano ssesaschile (B 1.218, 95%
Cl: 0.493 a 1.943, p=0.0001) e la mutazione Glu@9® 1.557, 95% CI :
0.5865 a 3.70, p=0.1535) mentre la mutazione VaKOMresentava una
associazione negativa con l'aumento dello speg&bré.7379, 95% CI: -2.512
a -0.9638, p<0.0001). La cardiomiopatia era presenfil4 pazienti (degli 828
analizzati); la prevalenza femminile era piu bassguesto sottogruppo (14.9%
vs 46.5% nell'intera coorte, p<0.0001). Le donna cardiomiopatia erano piu
anziane delle altre donne sintomatiche (65.6 aad%$ aa) e la frazione
d’eiezione ventricolare sinistra era maggiore néane che negli uomini (59.9
vs 48.3 p=0.0041). Pertanto il coinvolgimento mrdezo € risultato meno
pronunciato nelle donne rispetto agli uomini, supgado l'ipotesi che alcuni
fattori biologici possano proteggere la donna dd#fressamento cardiaco in
corso di ATTR. Nessuna differenza di sesso in terndi coinvolgimento
neurologico e renale fra i pazienti affetti da ATTR

Inoltre, mentre per i pazienti sintomatici (indipemtemente dal tipo di
mutazione Val30Met o non-Val30Met) non si sono osse differenze in
termini di sesso del “transmitting parent”, neijigas asintomatici la mutazione
era piu spesso trasmessa dal padre. Inoltre, meemaaffetti da ATTR con
mutazione Val30Met, la manifestazione dei sintorsia (neurologici che
cardiologici) era piu precoce se la mutazione esditata dalla madre. Un trend
simile (anche se non statisticamente significatiz@tato osservato nei pazienti
con ATTR non-Val30Met. Questi risultati suggeriscarhe, piuttosto che una
penetranza aumentata quando la mutazione vienadsas per via materna, vi
sia una ridotta penetranza quando essa viene tsaanper via paterna. E’
possibile infatti che la ridotta penetranza dellatamione trasmessa per via
paterna, in particolare nei casi di ATTR Val30Meia dovuta ad un’
inattivazione del gene TTR nei maschi.
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Trapianto d’organo

149 pazienti sintomatici (144 ATTR e 5 SSA) su 604.4%) sono stati
sottoposti a trapianto d’'organo e la maggior parteortogallo. In ogni genotipo
Il sesso predominante sottoposto a trapianto eelogmaschile e per la forma
wild type esclusivamente maschile. 1l 95.8% deiig@aiz ha subito il trapianto di
fegato, 11 pazienti il trapianto combinato cuorgat® e 9 pazienti il trapianto di
cuore isolato (4 affetti da forma wild type e 5 AHTon mutazione Vall22lle o
LeulllMet). | pazienti con mutazione Val30Met spdisti a trapianto avevano
la stessa eta di quelli non trattati (43.1 vs 4da) mentre tra i pazienti con
mutazione non Val30Met quelli sottoposti a trapiamti fegato erano piu
giovani di quelli non sottoposti a trapianto didég (53.8 vs 60.4 aa p=0.002). |
pazienti trapiantati con mutazione Val30Met eramo giovani dei trapiantati
non Val30Met. In generale inoltre i pazienti trapati avevano un’insorgenza
di malattia piu precoce (statisticamente signifiGatsolo per la forma non
Val30Met) ed una storia di malattia piu lunga (ratecoorte p<0.05). La
mediana fra I'insorgenza dei sintomi e il trapiadidegato era di 4.02 + 3.05
anni per i pazienti affetti da Val30Met e 4.01+4.98r i nonVal30Met
(sostanzialmente sovrapponibile). Questi risulsatho simili a quelli riportati
nel registro internazionale FAPWTR (Familial Amyotic Polyneuropathy
World Transplant Register) [2010].
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TABELLE

Tabella 1.Classificazione delle amiloidosi

Proteina amiloide

Precursore

Sistemica (S)
o localizzata (L)

Sindrome o tessuti
coinvolti

AL

AH
Ap,M
ATTR
AA
AApoAl

AApoAII
AApoAIV

AGel
Alys
AFib
ACys
ABri

Alect2
ADan
Ap

APrPsc
ACal
AIAPP

AANF
APro

Alns

AMed
AKer
Alac
AOaap

ASeml

Catene leggere delle immunoglobuline
Catene pesanti delle immunoglobuline
B, microglobulina

Transtiretina

(Apo) AA sierica
Apolipoproteina AL

Apolipoproteina AIL
Apolipoproteina AIV

Gelsolina

Lisozima

Catena « del fibrinogeno
Cistatina C

ABriPP

Fattore chemotattico leucocitario-2
ADanPP

Precursore proteico Ap
(ABPP)

Proteina prionica
(Pro)calcitonina
Amilina

Fattore natriuretico atriale
Prolattina

Insulina

Lactaderina
Cherato-epitelina
Lattoferrina

Proteina associata all'ameloblasto
odontogenico

Semenogelina I

S L

nw uroon

nhounnonaon

~F-r-r-

Primaria
Associata al mieloma

Primaria
Associata al mieloma

Associata all’emodialisi
Articolazioni

Familiare
Senile sistemica
Tenosinovia

Secondaria, reattiva

Familiare
Aorta, menisco

Familiare
Sporadica, associata all’eta

Familiare (finlandese)
Familiare

Familiare

Familiare (islandese)
Demenza familiare (inglese)

Soprattutto renale
Demenza familiare (danese)

Malattia di Alzheimer,
invecchiamento

Encefalopatie spongiformi
Tumori tiroidei a cellule C

Isole di Langerhans
Insulinomi

Atri cardiaci

Ipofisi dell'anziano
Prolattinomi

Iatrogena (siti di iniezione
dell'insulina)

Tonaca media dell’aorta
Cornea, familiare
Cornea

Tunori odontogenici

Vescicole seminali
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Tabella 2: Mutazioni TTR della popolazione in studio secondo famiglie e pazienti

Mutazioni Famiglie (%) Pazienti (%)
Val30Met 20 (22.5%) 46 (24.8%)
Glu89GIn 9 (10.2%) 40 (21.5%)
lle68Leu 22 (24.7%) 27 (14.6%)
Phe64Leu 10 (11.2%) 13 (7%)
Thr49Ala 1 (1.1%) 12 (6.5%)
Gly47Ala 2 (2.3%) 7 (3.8%)
Arg34Thr 1(1.1%) 6 (3.2%)
Ala36Pro 1 (1.1%) 6 (3.2%)
Ser50Arg 2 (2.3%) 4 (2.2 %)
Gly47Arg 2 (2.3%) 3 (1.6%)
Glub54Lys 1 (1.1%) 3 (1.6%)
Vall22lle 3 (3.5%) 3 (1.6%)
Ser23Asn 2 (2.3%) 2 (1.2%)
Gly47Glu 1 (1.1%) 2 (1.2%)
Phe33Val 1 (1.1%) 1 (0.5%)
Hys88Arg 1(1.1%) 1 (0.5%)
Val30Ala 1(1.1%) 1 (0.5%)
Vall4leu 1(1.1%) 1 (0.5%)
Gly53Ala 1 (1.1%) 1 (0.5%)
Gly57Arg 1(1.1%) 1 (0.5%)
Tyr78Phe 1 (1.1%) 1 (0.5%)
lle107Phe 1 (1.1%) 1 (0.5%)
Thr59Lys 1 (1.1%) 1 (0.5%)
Glu89Lys 1 (1.1%) 1 (0.5%)
Glu92Lys 1 (1.1%) 1 (0.5%)
Phe64lle 1(1.1%) 1 (0.5%)
Totale 89 (100%) 186 (100%)

Tabella 3: Caratteristiche cliniche dei pazienti al baseline secondo la clagsiine fenotipica

Tutti Cardio Misto Neuro p
Pazienti, n 186 31 109 46
Maschi, n (%) 130 (70) 29 (94) 73 (67) 28 (61) 0.0051%
Famiglie, n 89 29 51 28 Na
Mutazioni Transtiretina, n (%) na
lle68Leu 27 (14.6%) | 23 (74.3) 1(0.9) 3(6.5)
Val30Met 46 (24.8%) | 0 (0) 30 (27.5) 16 (34.8)
Vall4dlLeu 1 (0.5%) 1(3.2) 0 (0) 0 (0)
Hys88Arg 1 (0.5%) 1(3.2) 0 (0) 0 (0)
Glu89GIn 40 (21.5%) | 1 (3.2) 31 (28.5) 8 (17.4)
Ser23Asn 2 (1.2%) 1(3.2) 1(0.9) 0 (0)
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P<0.05 all’analisi post-hoc: 1 cardio vs misto; £ cardio vs neuro; $ misto vs neuro
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Tabella 4a: Aspetti elettrocardiografici dei pazienti ATTR con coinvolgimento eaalsecondo la

classificazione fenotipica

ECG Cardio Misto p
(n=31) (n=109)

Fibrillazione atriale, n (%) 9 (29) 3 (3) <0.001
Pacemaker, n (%) 4 (13) 1(1) 0.009
Blocco atrioventricolare | grado, n (%) 4 (13) 12 (11) 0.754
QRS score totale (mV) 123[99-144] | 102 [89-120] | 0.003
Bassi voltaggi QRS, n (%) 11 (35) 25 (23) 0.158
Rapporto voltaggi/massa 0.9 [0.5-1.3] 1.1[0.7-1.5] 0.08
Blocco di branca destra, n (%) 6 (19) 12 (11) 0.232
Blocco di branca sinistra, n (%) 3 (10) 5 (5) 0.375
Emiblocco anterior sinistro, n (%) 12 (39) 31 (28) 0.274
Presenza di aspetto a pseudonecrosi, n (%) 17 (55) 50 (46) 0.378
“Pattern ischemico” (onde T negative), n (%) |17 (55) 29 (27) 0.003
Intervallo QTc (msec) 486 [468-519] | 431 [400-460]| <0.001
ECG normale, n (%) 0 (0) 11 (11) 0.122
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Tabella 4 bi Aspetti ecocardiografici dei pazienti ATTR con coinvolgimento cardiaco secondo la

classificazione fenotipica

Ecocardiogramma Cardio Misto P
(n=31) (n=109)
Spessore setto interventricolare in diastole (mm)| 18 [16—20] 16 [13-18] 0.005
Spessore parete posteriore in diastole (mm) 16 [15-18] 14 [13-16] 0.001
Diametro atrio sinistro (mm) 47 [44-51] 42 [38-45] <0.001
Frazione d’eiezione (%) 45 [36-51] 58 [52-66] <0.001
Frazione d’eiezione <40%, n (%) 10 (32) 7 (6) <0.001
Frazione d’eiezione <50%, n (%) 18 (58) 17 (16) <0.001
Diametro telediastolico ventricolo sinistro (mm) |49 [48-51] 42 [40-46] <0.001
Diametro telediastolico ventricolo sinistro > 50 |7 (23) 10 (9) 0.06
mm, n (%)
Diametro telesistolico ventricolo sinistro (mm) |38 [37-40] 26 [25-30] <0.001
Deceleration time onda E (msec) 160 [135-175] | 176 [145-195D.03
Pattern di riempimento restrittivo, n (%) 12 (39) 27 (25) 0.127
Versamento pericardico, n (%) 17 (55) 25 (23) 0.001
Massa ventricolare sinistra maschi (g/m?2) 225 [193-261]| 185 [128-222%0.001
Spessore setto interatriale (mm) 9 [8-10] 9 [7-10] 0.18
Ispessimento valvole atrio-ventricolari, n (%) 19 (61) 43 (39) 0.031
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Trapiantati (1993-2011)

Num pz tot 41
Sessom 30 (73.2%)
Fenotipo all'esordio 4 cardio
33 misto
4 neuro
0 senile
Mutazione 14 Val30Met (34%)

11 Glu89GIn (26.8%)
2 lle68Leu (5%)
Altro (8 mutaz)

Tipo di trapianto

27 fegato (66%)
13 combinati (+ 1 rene)

1 solo cuore
Eta esordio sintomi (aa) 44 ]
Eta primo contatto (aa) 46 []
Durata malattia prima del trapianto | 49 []
(esordio —tx) (mesi)
Durata malattia prima del trapianto | 24 []
(diagnosi —tx) (mesi)
Eta al trapianto (aa) 48 []
Andrade score al trapianto 0:1
1:20
2:16
34

Progressione post tx Cardio
Neuro
Disautonomia

7 pz (17.1%)
10 pz (24.4%)
15 pz (36.6%)

Durata follow up

31.1 mesi
2.6 aa

Morti al follow up

17 (41.4 %)

Morti per complicanze OLT

3 (18.75 %)

Morti per complicanze OLT-HT

1 (6.25%)

% sopravvivenza 1 aa

% sopravvivenza 3 aa

Tabella 5: Dati clinici e di follow up dei pazienti sottoposti a trapianto isolato o combinato
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Tabella 6 a:caratteristiche cliniche ed elettrocardiografiche dei pazientilyISSA CMPI

ECG ATTR SSA (n=30)] CMPI negli anziani p
con fenotipo (n=30)
cardio
(n=31)

Eta, aa 67 [60-73] 77 [72-80]| 64 [61-67] <0.00%
Maschi, n (%) 29 (94) 28 (93) 26 (87) 0.65
Fibrillazione atriale, n (%) |9 (29) 11 (37) 2 (7) 0.02 »
Pacemaker, n (%) 4 (13) 11 (37) 5(17) 0.056
BAV | grado, n (%) 4 (13) 9 (30) 6 (20) 0.243
QRS score totale (mV) 123 [99-144] | 122 155 [105-170] 0.023"e

[110-155]
Bassi voltaggi QRS, n (%) |11 (35) 10 (33) 2 (7) 0.016
Rapporto voltaggi/massa |0.9[0.5-1.3] | 0.9 1.1[0.8-1.7] 0.398

[0.5-1.4]
BBdx, n (%) 6 (19) 6 (20) 4 (13) 0.755
BBsx, n (%) 3 (10) 9 (30) 2(7) 0.03 «
EAS, n (%) 12 (39) 7 (23) 6 (20) 0.216
Ipertrofia ventricolare 2(7) 3 (10) 17 (57) <0.001
sinistra al’lECG, n (%) Ne
Presenza di pattern 17 (55) 10 (33) 11 (37) 0.185
infartuale, n (%)
“Pattern ischemico” (onde |17 (55) 15 (50) 24 (80) 0.03%
T negative), n (%)
Intervallo QTc (msec) 486 [468-519] | 472 [433— | 450 [429-469] 0.01 7

499]
ECG normale, n (%) 0 (0) 0 (0) 2 (7) 0.125

P<0.05 all’analisi post-ho® ATTR vs SSA; * ATTR vs CMPIl¢ SSA vs CMPI
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Tabella 6 b: caratteristiche ecocardiografiche dei pazienti ATTR, SSA CMPI

Ecocardiogramma ATTR SSA (n=30) CMPI p
con fenotipo nell’anziano
cardio (n=31) (n=30)
Spessore del setto interventricolarg 18 [16—20] 18[16-22] 19[17-22] 0.23
in diastole (mm)
Spessore della parete posteriore in[ 16 [15-18] 17 [14-19] 14 [13-15] <0.002
diastole (mm)
Ipertofia ventricolare sinistra 30 (97) 29 (97) 15 (50) 0.00%
concentrica, n (%)
Massa ventricolare sinistra* 225 [193-261] 247 [204-288]| 186 [176—-200] | 0.004
indicizzata tra i maschi, g/m2
(media + DST)
Diametro atriale sinistro (mm) 47 [44-51] 51 [44-56] 51 [43-53] 0.302
Frazione d’eiezione del ventricolo |45 [36—-51] 50 [35-58] 68 [67-76] <0.002
sinistro (%)
Diametro telediastolico del 49 [48-51] 47 [43-50] 44 [40-47] 0.002
ventricolo sinistro (mm)
Deceleration time onda E (msec) |160 [135-175] 159 [125-180]| 185[180-215]| 0.005
Pattern di riempimento restrittivo, |12 (39) 9 (30) 4 (13) 0.079
n (%)
Versamento pericardico, n (%) 17 (55) 13 (43) 1(3) <0.00%
Ispessimento valvole atrio- 19 (61) 15 (50) 1(3) <0.00%

ventricolari, n (%)

P<0.05 all’analisi post-ho®: ATTR vs SSA; * ATTR vs CMPIk SSA vs CMPI
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GRAFICI

Grafico 1: provenienza delle famiglie con ATTR analizzate nel nostro stual
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Grafico 2: Distribuzione dei fenotipi cardio, neuro e misto nella nostra popolazione di pazienti
ATTR

Fenotipo cardio
: 17%

76



Grafico 3: distribuzione fenotipica dei nostri 3 principali genotipi (lle68Leu valente
manifestazione cardio; GIlu89GIn prevalente manifestazione mist30Met principale
rappresentante nelle forme neuro)

lle68Leu Glu89Gin

1 \\
1= CARDIO 1=CARDIO

2=MISTO \ 2=MISTO

3=NEURCO 3=NEURO

Val30Met

1= CARDIO
2=MISTO

3=NEURO

77



Grafico 4: Distribuzione geografica italiana dei pazienti con fenotipo cardiaz

I
PHENOTYPE

Other
_ Phenotypes

Val122Tle

Ser23Asn
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Grafico 5a e 5b Curve di Kaplan Meier (rispettivamente dati non censorizzaéinsarizzati)
per l'intera popolazione in studio
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Grafici 6a e 6b.Curve di Kaplan Meier (rispettivamente dati non censorizzati e censQrjzaiat
l'intera popolazione in studio in relazione alla mutazione Val30Met vs nonVal30Met

Survival in ATTR according to type of mutation
(V30M vs non-V30M)

Survival
0.50 0.75 1.00
1 1 1

0.25
L

Log-rank p=0.02

0.00
L

T T T

4 6 8
analysis time (years)

o
N

Number at risk
ATTR=0 33 31 26 18 11
ATTR =1 100 81 46 22 13

V30M

non-V30M

Survival in ATTR (V30M vs nonV30M)
(censored at the time of OLT/HLT)

Survival
050 0.75 1.00
1 1 1

0.25
1

Log rank p=0.038

0.00
1

T T T

4 6 8
analysis time (years)

o -
N

Number at risk
ATTR=0 33 27 18 10 5
ATTR=1 100 64 32 13 7

V30M non-V30M

80



Grafico 7. Curve di Kaplan Meier per I'intera popolazione in studio in relazione alle mutakioni
mutazioni piu rappresentate: Val30Met vs Glu89GIn vs lle68Leu vs Altro
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Grafico 8. Curve di Kaplan Meier per i pazienti sottoposti a trapianto di feato (27 su 41).idbgraf
a esprime la sopravvivenza a carattere generale, il grafico b in relalmneutazione Val30Met
vs nonVal30Met
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Grafico 9. Curva di Kaplan Meier per i pazienti sottoposti a trapianto combinato cuore-{égato
su 41).
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Grafico 10: Possibile spettro delle correlazioni genotipo-fenotipo NATTR.

L’espressione fenotipica dellATTR varia ampiamente da forme eselusivo coinvolgimento
neurologico con un chiaro contesto familiare (mutazione Val30Methsa apparentemente
sporadici con un predominante o esclusivo coinvolgimento cardiaco (mutakiw6DAla,
LeulllMet, lle68Leu and Vall22lle). Tra questi ci sono diverse muiaZibR che si associano
con grado variabile a coinvolgimento cardiologico o neurologico.

“Neurologic” “Cardiologic”
Phenotype
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Grafico 11: Principali determinanti dell’ eterogeneita clinica nel’lATTR
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