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1. UVOD

Ptedlozena habilita¢ni prace je vénovana genetickym pfi¢indm primarni dysurikémie.
V jednotlivych castech jsou na zakladé vlastnich vyzkumt diskutovany poruchy endogenni
produkce i exkrece kyseliny mocové zapti¢inujici hypourikémii i hyperurikémii, s dirazem na
ptinos ziskanych znalosti patogenetickych mechanizmti v diagnostice a terapii. V praci je
dodrZen jednotny harvardsky citaéni styl vychazejici z citaéni normy ISO 690 (piijmeni
autora, rok vydani), pouzity citani manazer EndNote X7. Zatazené publikace a kompletni
seznam publikaci je pro piehlednost uveden v rozsifené citaci styl ISO 690 s uvedenim jmen

v$ech autoru.

1.1. Kyselina mocova

Kyselina mocova (2,6,8-trihydroxypurin) je u lidi a vysSich primati koneénym
produktem degradace purind. U ostatnich zivoichti je kyselina mocova (KM) dale
metabolizovana urat oxidazou (EC 1.7.3.3) na 5-hydroxyizourat, ktery je degradovan v
zavislosti na druhu organismu na allantoin, ureu nebo amoniak. U hominidd je tento enzym
pln¢ deficientni z divodu kumulace genetickych variant vedoucich ke ztrat¢ funkce, které
postupné vznikly Vv prubéhu miocénu (Wu et al., 1992). Kyselina moc¢ova je u ¢lovéka
efektivné renaln¢ reabsorbovana (glomerularni filtrace, reabsorpce, sekrece, postsekrecni
reabsorpce). Sérova hladina kyseliny mocové je intra i extra personalni, a jeji hladina je
vyznamné ovliviiovana vékem a pohlavim (Stiburkova a Bleyer, 2012). Vylu¢ovani KM je ze
dvou tfetin zajistovano ledvinami, tfetinou gastrointestinalnim traktem. Clearance KM v
ledvinach je obvykle stala, pfiblizn¢ 90 % je v proximalnich tubulech reabsorbovano, 10 % je
vylouceno moci. Vysledkem je vice nez desetindsobné zvyseni hladiny KM v séru u ¢loveka
oproti jinym saveim. Denni produkce a vylu€ovani KM ¢ini pfiblizné 1 000 mg a u dospélého

jedince je za béznych podminek relativné konstantni.



Sérova hladina KM ma vyznamny koeficient heritability, dle fady studii v rozmezi 0,38
— 0,63 (Nath et al., 2007; Tang et al., 2003; Wilk et al., 2000; Yang et al., 2005). Rozsahla meta-
analyza vice nez 16 000 subjektii ukazala vyznamny vliv genetické variability urikémie (23, 9%)
oproti méné nez 0,3 % vlivu dietnich opatieni (Major et al., 2018). KM je povazovana za jeden z
vyznamnych antioxidantil v biologickych tekutinach a vzhledem k jeji vysoké koncentraci je
majoritnim nizkomolekularnim antioxidantem v séru. Reaguje bez enzymové katalyzy s
volnymi radikaly za vzniku allantoinu a dalsich latek (Kim et al., 2009). Ptestoze vliv KM na
prabéh oxidativniho stresu v organizmu je Siroce studované téma, jeji role v tomto procesu
doposud nebyla jednozna¢né¢ objasnéna (Glantzounis et al., 2005). V nékterych
epidemiologickych studiich je zvySena hladina KM uvadéna ve spojitosti se zvySenym
rizikem vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni, jejichz patogeneze souvisi s pritomnosti
oxidativniho stresu (Bickel et al., 2002; Viazzi et al., 2005). Studie zaméfena na antioxidacni
vlastnosti KM ukazala, ze béhem intenzivni aerobni fyzické zatéze, kdy stoupa produkce
aktivnich forem kysliku, byl zaznamenan pokles koncentrace KM v organizmu a zaroven
zvySeni koncentrace allantoinu ve svalech (Palmer et al., 2013). Pti fyzické zatézi u zdravych
jedinct dochazi ke kratkodobému zvyseni hladiny KM v séru, coz ma za nasledek nartist jeho
antioxidacni kapacity (Fabbrini et al., 2014). Potencialn¢ protektivni antioxidac¢ni efekt KM je
popsan v souvislosti se sniZzenym rizikem rozvoje idiopatické Parkinsonovy choroby u jedinci
s trvale zvySenou hladinou KM nad normourikemicky median (Mikami et al., 2000). Naproti
tomu vyskyt trvale sniZzené hladiny KM vzhledem ke kontrolni skupiné je asociovan se
zvySenym rizikem vyskytu neurodegenerativniho onemocnéni roztrousené sklerozy (Waring

et al., 2003) a schizofrenie (Davis et al., 1996).



1.1.1. Dysurikémie

Primarni chronicka dysurikémie vznika nerovnovahou mezi endogenni produkci a
exkreci kyseliny moc¢ové. Sérova koncentrace KM je komplexnim fenotypem, do kterého se
promitd kombinace vné&jSich vlivli a heterogenniho genetického pozadi vcetné genovych
interakci. V diagnostickém algoritmu je tfeba vzit v uvahu také sekundéarni dysurikémii, ktera
muze vzniknout z Siroké tady pfi¢in — napf. hladovénim, nadmérnym pifisunem purind,
farmakoterapeutickym ovlivnénim, rendlnim postizenim, zvySenym rozpadem bunéck
(pneumonie, hemolytick4 anemie, psoridza, polycytémie, leukémie aj.).

Hypourikémie, definovdna jako hodnota sérové hladiny KM < 120 pmol/l, dle
dostupnych udajti s prevalenci 0,21 — 0,53 % (Bugdayci et al., 2008; Son et al., 2016;
(hereditarni xantinurie) nebo dysfunkci v renalni reabsorpci KM (renalni hypourikémie).
Ackoli je elevace KM popisovana jako protektivni v fadé neurologickych onemocnéni, u
vzacnych genetickych pficin zplsobujicich vyraznou hypourikémii neni u pacienti klinicky
neurologicky nalez (s vyjimkou xantinurie typu IIT). Rada pacientdi s hypourikémii je
asymptomatickych a hypourikémie je diagnostikovana béhem rutinnich vySetteni.

Hyperurikémie je nejcastéji definovana jako hodnota KM > 360 pmol/l u zen a déti,
KM > 416 pmol/l u muzi. Populaéni studie v zavislosti na pozité definici a zkoumané
populaci uvadi prevalenci hyperurikémie u muzii 24 — 29 %, u Zen podstatné nizsi 2,6 — 20 %,
u déti je hyperurikémie vzacna. Analyzy se shoduji na vysokém podilu hyperurikemickych
muzul, prevalence Zen s nadlimitni hodnotou sérové kyseliny mocové je populacné specificka
a opakované nizsi v evropské populaci oproti asijskému regionu (Chang et al., 2001; Chen et
al., 1998; Lin et al., 2000). Hyperurikémie je asociovana s fadou zavaznych onemocnéni —

hypertenzi, kardiovaskuldrnich chorob, inzulinovou rezistenci, metabolickym syndromem ¢i



postizenim ledvin (Hayden a Tyagi, 2004; Heinig a Johnson, 2006; Sui et al., 2008; Tamba et
al., 2008).

Hyperurikémie je kauzalni pfi¢inou dny. Dna, arthritis urica, je metabolické
onemocnéni zpusobené zanétlivou reakci na ukladani krystald KM do kloubii a mékkych
tkani. Dna je nejCastéjsi zanétliva artritida, v rozsahlém epidemiologickém vyzkumu (8 300
000 subjektt) z let 2007 — 2008 v USA byla u témét 4 % dospélych pacientti diagnostikovana
dna: 5,9 % muzu; 2,0 % zen (Zhu et al., 2011). Vyrazné vyssi prevalence dny, vice nez
dvojnasobnd, se vyskytuje u vybranych etnickych skupin: zejména Maort ¢i pavodnich
obyvatel Tchajwanu a Pacifiku (Winnard et al., 2012). Prevalence dny narista s vékem,
nastup onemocnéni je typicky mezi ¢tvrtou az Sestou dekadou. V rozsahlé kohort¢ dnavych
pacientl z Velké Britanie (23 857 subjekti) byl primérny vék nastupu onemocnéni 61,9 roku
+ 14,5 (Rothenbacher et al., 2011). U Zen incidence dny vyrazné stoupa po menopauze V
dusledku poklesu hladiny estrogenu a snizenim jeho urikosurického ucinku. Realitou
soucasného vyvoje je stoupajici prevalence, incidence 1 ¢asnéjs$i nastup onemocnéni, dolozena
fadou epidemiologickych studii (Arromdee et al., 2002; Kuo et al., 2015; Lopez Lopez et al.,
2017; Saag a Choi, 2006). Jednou z hlavnich pfi¢in se jevi dlouhodoby trend mnohonasobné
zvysené spotieby fruktozy oproti minulosti, ktery vede k rychlé spotiebé adenozintrifosfatu a
jeho degradaci na kone¢ny produkt purinovych metaboliti — kyselinu mocovou (Johnson et
al., 2007).

Detailni studie tykajicich se vztahu mezi incidenci asymptomatické hyperurikémie a
dny jsou ojedin¢lé. Studie z roku 1987 (Campion et al., 1987) zkoumala kohortu 2 046
zdravych muzd po dobu 15 let. U jedincd s hladiny sérové KM > 531 pmol/l byla ro¢ni
incidence dny 4,9 % ve srovnani s 0,5 % ve skupiné jedinca s hladinou KM 413 — 530 umol/I,
a s ro¢ni incidenci 0,1 % Vv normourikemické skupiné s hladinou KM < 412 pmol/l. Skupina

s hladinou KM > 531 pumol/l dosahla kumulativni incidence dny 22 % po 5 letech. U jedinct



S hypertenzi byla incidence dny tiikrat vyssi (P < 0,01). Tato data podporuji nazor o benefitu
1é¢by asymptomatické hyperurikémie a ukazuji na vyznamnou ulohu dalSich mechanizmi
vcetné genetickych variant ovliviiujicich vznik depozit uratovych krystala a zanétlivé reakce.
Vzacné monogenné podminéné enzymopatie hypoxantin-guaninfosforibozyl-
transferazy (gen HPRT1) a fosforibozylpyrofostatsyntetazy (gen PRPS1) vedouci k
nadprodukci purinit mechanizmem piimého postizeni recyklace a syntézy byly ve 20. stoleti
vnimany jako majoritni genetické faktory dny. Nicméné posun ve znalostech genetickych
variant spojenych s hladinou KM a dnou, diky rozsahlym celogenomovym asociacnim
studiim v posledni dekadé a naslednou funkéni charakterizaci kandidatnich variant, jasné
ukéazal, Ze zdaleka nejCastéjSim patogenetickym mechanizmem vedoucim ke vzniku
hyperurikémie/dny je sniZzend exkrece kyseliny mocové spojend s genetickymi variantami

uratovych transportérii. Mechanizmus hyperurikémie a dny je shrnut na Obrazku 1.

1.1.2. Transport Kyseliny mocové a dysurikémie

Renalni transport kyseliny mocové zajistuje fada proteinli lokalizovanych na apikalni
1 bazolateralni membrané proximalnich tubul: majoritn€ urat-aniontovy ptenase¢ URATI
(SLC22A12) (Enomoto et al., 2002), glukézovy transportér GLUT9 (SLC2A9) (Vitart et al.,
2008; Wallace et al., 2008) a Siroce exprimovany sekretor ABCG2 (ABCG2/BCRP), ktery ma
vyznamnou Ulohu Vv transportu kyseliny mocové 1 fady xenobiotik v rendlnim i
gastrointestinalnim traktu (Dehghan et al., 2008). Varianta rs12498742 genu SLC2A9 se
podili na pfiblizné 3 % variabilit¢ transportu kyseliny mocové (Doring et al., 2008; Hollis-
Moffatt et al., 2009), coz je ve srovnani s jinymi komplexnimi onemocnénimi vyznamny efekt
— napt. protein FTO (a-ketoglutarat-dependentni dioxygenaza) silné asociovany v populaci
evropského pivodu s obezitou (Frayling et al., 2007) je podkladem pouze pro 0,3 %

fenotypové odlisnosti. Dysfunk¢ni varianty transportéru GLUT9 jsou kauzalni pro druhy



» aktivace endotely HAEI oo

+ aktivace neutrofild
« indukce prozanétlivych molekul

« formace neutrofilové extracelulémi pasti

- degradace prozanétlivych molekul

« indukce protizanétlivych molekul shiukovani urdtovych krystald,
chronickd zanétliva odpovéd

Obrazek 1. Mechanizmus hyperurikémie a dnavé progrese, upraveno dle (Major, Dalbeth,
Stahl a Merriman, 2018).



patologicky pol urikémie: hereditarni renalni hypourikémii typ 2 (RHUC2, OMIM 612076)
(Matsuo et al., 2008), dysfunkéni varianty URAT1 pro renalni hypourikémii typ 1 (RHUCI,
OMIM 220150) (Enomoto et al., 2002).

Reabsorpci KM dale zajist'uji apikalni membranové transportéry OAT4 (SLC22A11)
(Hagos, Stein, Ugele, Burckhardt a Bahn, 2007) a OAT 10 (SLC22A13). OAT4 je exprimo-
van tkanové specificky v ledvinach a placenté (Ekaratanawong et al., 2004), OAT 10 navic v
srdci, mozku a stfevé (Bahn et al., 2008).

Sekrecni podil transportu KM zajisStuje skupina proteinti v apikalni membrané
proximalnich tubulli — zejména produkt genu ATP-binding cassette, subfamily G, member 2
(ABCG2/BCRP) ABCG2 (Woodward et al., 2009). Na transportu KM se podili také protein
hNPT4 (human sodium phosphate transporter 4), produkt genu SLC17A3, exprimovany
kromé ledvin 1 v jatrech. Kauzalni alelické varianty v SLC17A3 zpusobujici snizeni urdtové
sekrece byly popsdny u pacientii s hyperurikémii (Jutabha et al., 2010). Dal§im uratovym
transportérem je vysoce polymorfni MRP4 protein, clen MRP/ABCC subfamily ATP-binding
cassette transporters, nachédzejici se na plazmatické membrané fady odliSnych tkani s
bariérovou funkci (ledviny, jatra, stievo, placenta, mozek) (Eraly et al., 2008; Hoque, Conseil,
a Cole, 2009; Russel, Koenderink a Masereeuw, 2008). U uratového transportéru NPT1
(SLC17A1) byla nalezena signifikantni asociace se snizenou hladinou KM (Chong,
Kristjansson, Zoghbi a Hughes, 1993; Uchino et al., 2000; Urano et al., 2010). Sekreci uratu
na bazolateralni membran¢ zajistuje kromé majoritntho GLUT9 také OAT1 (SLC22A6) a
OAT3 (SLC22A8). Oba proteiny jsou exprimovany predominantné v ledvinach, se snizenou
specifitou v dalsich tkdnich, kde pfenaseji Siroké spektrum substrati véetné fady 1é¢iv (Cha et
al., 2001; Sekine, Watanabe, Hosoyamada, Kanai a Endou, 1997; Xu et al., 2006).

Majoritni trans-membranovy efluxni protein ABCG2 je Siroce exprimovan v fadé

tkani s bariérovou funkci, napt. v epitelu proximalnich ledvinnych tubuld, epitelu tenkého
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stteva a zazivaciho traktu, v hematotestikularni a hematoencefalické bariéfe. Funkéni
transportér je homodimer, a na rozdil od ostatnich uratovych transportéri ke své funkci
hydrolyzuje ATP (McDevitt et al., 2009). ABCG2 kli¢ové reguluje farmakokinetiku a
ucinnost fady xenobiotik a zvyseni jeho exprese bylo identifikovano jako pfi¢ina mnohocetné
Iékové rezistence v bunécnych nadorovych liniich nejen u onemocnéni prsu (Allikmets,
Schriml, Hutchinson, Romano-Spica a Dean, 1998; Mao a Unadkat, 2005). Gen ABCG2 je
polymorfni, vV soucasnosti bylo dle dostupnych vetejnych databazi identifikovano vice nez 45
alelickych variant, u naprosté vétiiny se vzacnou frekvenci < 0,0001. Casté varianty p.VI12M
(rs2231137) a p.Q141K (rs2231142) se vyskytuji jako bézné varianty ve vétsiné etnickych
skupin, i kdyz s vyrazné rozdilnou frekvenci — napf. dle ExAC databaze jsou alelové
frekvence pro variantu p.Q141K 10,3 % v evropské populaci (s vylou¢enim finského ptvodu)
oproti 30,7 % v populaci vychodni Asie. V asijské populaci se vyskytuje navic varianta
p.Q126X (rs72552713), s frekvenci az 2,4 % V japonské populaci, kterd je v jinych
populacich vzacna az raritni (Heyes et al., 2018; Sakiyama et al., 2014). ABCG2 vyrazné
ovliviluje sérovou hladinu KM se statisticky vyznamnym rozdilem danym pohlavim a
populaci, casta alelickd varianta p.Q141K, lokalizovana ve vazebné ATP doméné, zplsobuje
zhruba polovi¢ni redukei urdtového transportu a signifikantné Castéji se vyskytuje u pacientd
S hyperurikémii a primarni dnou (Anzai et al., 2012; Ichida et al., 2012; Kolz et al., 2009;
Matsuo et al., 2009; Woodward, Kottgen, Coresh, Boerwinkle, Guggino a Kottgen, 2009).
Transport kyseliny mocové je tedy komplexni proces zahrnujici fadu trans-
membranovych proteint zajistujicich reabsorpci a sekreci na apikélni i bazolateralni strané
membran proximalnich tubulii a v ptipadé ABCG2 i s vyznamnym podilem transportu KM v
gastrointestinalnim traktu. Ackoli jejich vzajemné ovlivnéni neni dostatecné€ znamo, Studie
ukazuji na model ,,urdtového transportozomu‘ se zna¢nym vzajemnym ovlivnénim aktivity

prenosu (Anzai, Kanai a Endou, 2007).
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1.1.3. Genetické pozadi transportu kyseliny mocové: prinos znalosti k diagnostice
a terapii hyperurikémie a dny

Celogenomové asociaéni analyzy (GWAS) jsou nejéastéjsim metodickym pristupem
pro identifikaci genetickych variant komplexnich onemocnéni, nicméné¢ v drtivé vétSing
neobjasnuji jednozna¢né kauzalitu mezi genetickou variantou a mechanizmem patogeneze,
ale vedou spise k identifikaci rizikovych haplotypid. Jednim z hlavnich tskali proc GWAS
studie zatim nepfinesly jasné odpovédi, které by se bezprostiedné promitly do diagnostiky a
terapie multifaktoridlnich revmatologickych onemocnéni, je nedostatecné piesnd klinicka
definice souboru, do které se negativné promita zejména genetickd heterogenita téchto
chorob, rizny vek nastupu onemocnéni, netiplna penetrance, etnickd heterogenita ¢i fenokopie
(Stiburkova, 2018).

Zéasadni genomickou praci tykajici se urikémie byla rozsahla GWAS studie vice nez
140 000 evropskych subjektil, jejimz vysledkem byla identifikace 18 novych genetickych
lokusti asociovanych s hladinou sérové KM (Kottgen et al., 2013). Dalsi rozsahlé analyzy
véetné jihoasijské €i afroamerické populace konfirmovaly a rozsitily pocet genetickych
lokusti asociovanych s hyperurikémii na vice nez 30, tfetinu z téchto genil tvoii uratoveé
transportéry lokalizované v ledvinach a gastrointestinalnim traktu (Koltz al., 2019). GWAS
analyzy cCastych genetickych variant potvrdily také vyznamnou heritabilni slozku sérové
hladiny uridtu v evropské populaci (45 — 68 %), nicméné dalsi geneticky podil je
mohou byt ovlivnény i populacni specifitou vyskytu nejen castych, ale i vzacnych variant.
Celogenomové asociacni studie fenotypu klinicky definované dny jsou vyrazné¢ méné
zastoupeny. V soucasnosti byla publikovana pouze neceld desitky analyz, vétSina s relativné

malymi soubory pacienti - pfiblizné 500 az 2500 subjekti/studii (Stibirkova, 2018).
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V soucasné dobé¢ nelze klinicky predikovat, zda u pacientit s hyperurikemii dojde k
rozvoji dny, a pokud ano, zda je zde riziko rekurentnich dnavych atak, tvorby toft ¢i vzniku
kloubnich poskozeni. K riziku progrese onemocnéni piispiva fada determinant, z nichz
nejvyznamnéjSi je hladina urikémie. Genetické pozadi molekuldrné biologické podstaty
uratového transportu hraje vyznamnou roli v patogenezi hyperurikémie a dny. Pochopeni
komplexniho vztahu mezi genotypem a fenotypem dny vede k soucasnému pienosu téchto
poznatkli do klinické praxe: vcCasné diagnostiky a efektivni 1éCby tohoto castého
revmatologického onemocnéni. Stratifikace rizik zahrnujici genetické testovani — vhodné u
pacientil s Casnym nastupem a/nebo familiarnim vyskytem onemocnéni — muize umoznit
perzonalizované rozhodnuti, napiiklad zda by méla byt farmakoterapie hyperurikémie
zahajena brzy po, nebo dokonce pted, prvnim klinickym nélezem dny.

SniZena odpovéd’ na terapii alopurinolem, lékem prvni volby pro snizeni urikémie, se
vyskytuje pomérné Casto a miiZze mit vice pfi¢in: snizenou konverzi alopurinolu na aktivni
metabolit oxypurinol a jeho snizenou renalni exkreci, abnormality ve struktufe a/nebo aktivité
xantin oxidazy/dehydrogendzy a aldehyd oxidazy ¢i 1ékové interakce. Nedostatecna 1écebna
odpovéd’ ptfi podavani alopurinolu je definovéna jako nedosazeni hladin urikémie < 360
pmol/l pfi denni davee > 300 mg alopurinolu a soucasné prokdzané spolupraci pacienta (nalez
oxypurinolu v plasmé a/nebo moci). V soucasnosti je alopurinol-nedostate¢na lécebna
odpoveéd’ unikatné asociovana s variantami genu ABCG2 (95 % interval spolehlivosti Cl 1.70,
4.48; P = 6,0 x 10°; adjustace s vékem, pohlavim, BMI, etnicitou, glomerularni filtraci,
medikaci diuretiky a antihyperurikemickymi Iéky) (Roberts et al., 2017). Funk¢ni studie
prokézaly substratovou specifitu alopurinolu i oxypurinolu pro transport zajistovany ABCG2
a modulaci efluxu téchto purinovych slouéenin u Casté varianty p.Q141K (Wen et al., 2015).
Studie dysfunkéni varianty p.Ql41K wukazala intracelularni akumulaci alopurinolu a

oxypurinolu v bunéénych liniich odvozenych od lidskych embryonalnich ledvinnych bun¢k
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(HEK 293), coz muze vést ke zvySené koncentraci téchto latek v tubularnich burnikach a
naopak ke snizeni jejich koncentrace v tubuldrni tekutin€. Sérova hladina oxypurinolu byla u
pacientli s dysfunkénimi variantami ABCG2 nalezena zvySend oproti subjektim s nativni
formou transportéru (Nakamura et al., 2018). Ovlivnény mohou byt i dal$i majoritni
transportéry — expresni studie v oocytech Xenopus laevis ukazuji na mozny inhibi¢ni efekt
oxypurinolu pro reabsorp¢ni funkci transportérit GLUT9 a URATI.

Znalosti genetického pozadi a patogeneze jsou tedy podstatné pro v¢asné rozpoznani
etiologie onemocnéni a volbé vhodné 1écby (inhibitory xantin oxidazy/dehydrogenazy versus
urikosurika a selektivni inhibitory uratové reabsorpce). Genetické riziko snizené odpovédi na
alopurinol u pacientli s dysfunkénimi variantami ABCG2 (nejen Casta varianta p.Q141K, ale i
fada vzacnych variant) u ¢asti pacientll vede k pfechodu na nepurinovy analog febuxostat.
Dalsi terapeutickou moznosti je aktivni metabolit Lesinurad (RDEA594) ¢i Verinurad
(RDEA3170), ktery selektivné inhibuje transportér URATI1. Recentni klinické studie
prokézaly dileZitost podavani inhibitort URATI nikoli v monoterapii, ale v kombinaci s
inhibitory xantin oxidazy/dehydrogenazy (alopurinol, febuxostat) z divodu zamezeni
mozného vyskytu renalnich komplikaci typickych pro pacienty s rendlni hypourikémii

(Bardin et al., 2017; Shiramoto et al., 2018).

1.2. GENETICKE PORUCHY ENDOGENNI PRODUKCE KYSELINY MOCOVE
Produkce KM je dana balanci mezi endogennim piijmem purint, purinovou de novo
syntézou, recyklaci a degradaci. Znalosti uratového transportu ziskané v poslednim desetileti
potvrzuji diivejsi in silico analyzu lidského purinového metabolizmu, ktery jesté pred
identifikaci uratovych transportérii stanovil jako pravdépodobné nejvyznamngjs$i piicinu
vzniku hyperurikémie dysfunkce renalni exkrece KM. V tomto modelu 1 % ubytek exkrece

vede k téméf pétindsobnému narGstu KM, zatimco zmény stejného rozsahu v aktivitach
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enzymu purinového metabolizmu, které zptisobuji hyperurikémii mechanizmem nadprodukce
KM (pfimym postizenim recyklace a syntézy purinll), vedou k nesrovnatelné niz$imu
vzestupu sérové KM (Curto, Voit, Sorribas a Cascante, 1998). VétSina deficith enzymovych
aktivit v draze syntézy KM je tedy pravdépodobné bez klinické manifestace a zistava
nedetekovatelna. Pouze nékolik vyznamnych dysfunkci zapfi¢inujicich hyperurikémii, jako
deficit HPRT ¢&i superaktiva PRPS1, je diagnostikovano (Curto, Voit a Cascante, 1998).
Naproti tomu 1 ,;malé* defekty v exkreci KM mohou vyznamné ovlivnit sérovou hladinu KM

a vést k patologickym hodnotdm KM: hyperurikémii i hypourikémii.

1.2.1. HYPOURIKEMIE

Hypourikémie z divodu genetické poruchy endogenni produkce KM je vysledkem
enzymovych deficiti v degradac¢ni purinové draze - raritni autozomalné recesivné dédi¢na
xantinurie. Typ | (OMIM 278300) je zpusoben deficitem xantin oxidazy/dehydrogenazy
(XDH/XO, EC 1.17.1.4/1.), ktera katalyzuje posledni dva kroky purinového metabolizmu —
konverzi hypoxantinu a xantinu na kyselinu mo¢ovou (Ichida et al., 1993). Typ Il (OMIM
603592) je zplsoben kombinovanou deficienci xantin oxiddzy/dehydrogendzy a aldehyd
oxidazy (AOX, EC 1.2.3.1) (Reiter et al., 1990), pfipadné nefunkénim kofaktorem nezbytnym
pro aktivitu obou enzym — molybden kofaktor sulfurazou (MOCOS, EC 2.8.1.9, OMIM
613274) (Ichida, Amaya, Noda, Minoshima, Hosoya, Sakai, Shimizu a Nishino, 1993).
Klinicky odlisny typ III (OMIM 252150) je zptisoben deficitem molybdenového kofaktoru na
zaklad¢ genetickych variant v genech MOCS1, MOCS2 a GPHN, které ovliviiuji kromé dvou
zminénych enzymu také funkci sulfit oxidazy (EC 1.8.3.1). Klinicka odlisnost xantinurie III je
charakterizovana zavaznym, progresivnim a fatdlnim neurologickym poskozenim Vv ¢asném
véku. Nicméné nase dosud nepublikovana data prokazala kauzalitu genetické varianty

rs776441627 v genu MOCS2A a existenci mirného fenotypu onemocnéni bez zavaznych
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neurologickych nalezi u Ctyf pacientd romského plvodu (ze tii rodin), nesouci shodnou
variantu p.lle82Phe v genu MOCS2A. Publikace upozoriiujici na identifikaci prevalentni
kauzalni varianty v romské populaci (4,2 % alelova frekvence p. 11e82Phe v kontrolni kohorté
120 alel romského puvodu oproti nulovému nalezu této alely v souboru vice nez 90 000 alel
evropské, asijské ¢i latinské populace dle databiaze ExAc) a zejména na potiebnou zménu
diagnostického algoritmu, S efektivnim vyuzitim hypourikémie jako klinického markeru
onemocnéni, je V priprave.

Klasicka xantinurie (typ I a II) byla celosvétové popsana cca u 150 pacientti, zhruba
tretina byla geneticky potvrzena. Biochemickymi markery onemocnéni je vyrazna
hypourikémie (sérové hladiny KM mohou byt i pod detekénim minimem 5 pmol/l) a ndsobné
zvysené hladiny hypoxantinu a/nebo xantinu v mo¢i i plazmé. Pro upfesnéni typu onemocnéni
se bézn¢ pouziva alopurinolovy zatézovy test s naslednym stanovenim enzymové aktivity
XDH/XO a AOX a finalni molekularné geneticka diagnostika. Klinicka variabilita je Siroka,
zhruba polovina pacienti je asymptomatickych. Klinickymi markery je urolitidza,
nefrolitidza, ptipadné akutni rendlni selhani. Byla popsana také depozita xantinu zpusobujici

napi. kardiomyopatie. Kauzalni 1é¢ba pro xantinurii neni k dispozici.

1.2.2. HYPERURIKEMIE

Primarni hyperurikémie z diivodu nadprodukce KM muze byt vysledkem zvySené
syntézy purinii de novo nebo urychlené degradace purinovych nukleotidii. Nicméné u fady
dédicnych metabolickych onemocnéni se vyskytuje pomérné casto také sekundarni
hyperurikémie (glykogenozy, intolerance fruktdzy, porucha fruktoza-1,6-bisfosfatdzy nebo
mitochondrialni poruchy energetického metabolizmu). Casna hyperurikémie a dna spoleéné s
pomalu progredujicim chronickym tubulointersticidlnim onemocnénim ledvin je typickym

klinickym markerem u autozomalné¢ dominantniho tubulointersticidlniho ledvinného
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onemocnéni zpusobeného patogennimi variantami v uromodulinu (ADTKD-UMOD). Tato
recentn¢ definovand jednotka (http://www.genereviews.org) zahrnuje dfive definovana
onemocnéni familiarni hyperurikemickou nefropatii typ 1 (FJHN1, OMIM 162000),
medularni cystické onemocnéni ledvin typ 2 (MCKD2, OMIM 603860) a ledvinna
onemocnéni asociovana s uromodulinem a reninem (Hart et al., 2002; Hodanova et al., 2005;
Vyletal et al., 2006; Zivna et al., 2009). Hyperurikémie spolu s redukovanou exkre¢ni frakci
KM jsou kli¢ovymi biochemickymi markery pro tuto skupinu onemocnéni.

Mezi enzymopatie, které zplsobuji hyperurikémii pfimym postizenim recyklace a
syntézy purind, patii X-vazané dysfunkce hypoxantin-guaninfosforibozyltransferazy (HPRT1,
EC 2.4.2.8, OMIM 308000) a raritni superaktivita fosforibozylpyrofosfatsyntetazy (PRPS1,
EC 2.7.6.1, OMIM 311850).

HPRT je kli¢ovym enzymem purinové Setiici drahy s dualni funkci konverze guaninu
na guanin monofosfat a nasledné¢ hypoxantinu na inozin monofosfat. Deficit HPRT je
nejcastéj$i poruchou metabolizmu purind vyskytujici se ve vyrazné klinicky rozdilnych
fenotypech (Lesch a Nyhan, 1964) a jeho patogeneze neni plné objasnéna. V soucasnosti se
pouziva rozdéleni dle projevii onemocnéni do tii skupin. Nejmirngjsi fenotyp je spojen pouze
s manifestaci nadprodukce purinii a naslednou zvysenou syntézou KM. Hlavnimi klinickymi
markery jsou casnd hyperurikémie/dna, urolitidza a nefrolitidza. Stfedni fenotyp je
charakterizovan projevy nadprodukce KM spole¢né s variabilnim spektrem neurologické
manifestace onemocnéni: atetoidni nebo choreoatiformni pohyby, hyperreflexie, torzni
dystonie, hypotonie, zpomaleni az zastava psychomotorického vyvoje (Schretlen et al., 2001,
Schretlen et al., 2013). Tézky deficit HPRT, oznaCovany jako Lesch-Nyhantv syndrom, je
provazen psychiatrickymi projevy ve form¢ automutilaéniho chovani (okusovani rtt, jazyka,
koneckd prsti), které se objevuje zhruba od druhého roku zZivota (Jinnah et al., 2010;

Schretlen et al., 2005). D¢ti se rodi klinicky zdravé, jednim z prvnich pfiznaklt muze byt
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oranzov¢ zabarveni moce a plenek od vysrazenych krystali KM v moci. Diagnoza deficitu
HPRT je =zalozena na pfitomnosti hyperurikémie, hyperurikosurie a zvySené hladiné
hypoxantinu a xantinu v mo¢i a/nebo plazmé. Diagnosticky algoritmus pokra¢uje stanovenim
HPRT aktivity v erytrocytech, pfipadné fibroblastech, ktera koreluje stiZzi onemocnéni
(Jinnah et al.,, 2004) a finaln¢ je diagndza potvrzena molekularné genetickym nalezem.
V soucasnosti je znamo pies 500 genetickych variant HPRT1 vcetné rozsahlych deleci.
Kauzalni 1écba onemocnéni neni k dispozici. Nadprodukce KM je oSetfena podavanim
inhibitori xantin oxiddzy/dehydrogendzy, z divodu moZného negativniho ovlivnéni
neurologickych symptomt (akumulace oritidinu a 5-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotidu) je preferovano podavani nepurinového analogu febuxostatu ((Stiburkova,
2017 podle (Duley et al., 2011; Simmonds et al., 1991)).

Fosforibozylpyrofosfatsyntetaza, v enzymaticky aktivni form¢ haxemer sestavajici se
ze tfi homodimerd (Chen et al.,, 2015), je klicovym enzymem syntézy nukleotidu,
deoxynukleotidl a jejich derivatl, Gcastni se také biosyntézy pyridinli a pyrimidini. PRPS1
katalyzuje konverzi adenozintrifosfatu a rib6zy-5-fosfatu na 5-fosfo-a-D-ribozyl,1-pyrofosfat.
Genetické varianty PRPS1 jsou spojeny kromé vyse uvedené PRPS1 superaktivity i s dal§imi
mendelidnskymi onemocnénimi jako vysledkem sniZzené enzymové aktivity PRPS1:
neuropatii Charcot-Marie-Tooth (OMIM 311070), Arts syndromem (MIM 301835) a X-
vazanou nesyndromovou ztratou sluchu typu 1 (OMIM 304500). Superaktivita PRPS1,
zpusobena defektni alosterickou regulaci enzymové aktivity (Becker et al., 1996), zvySuje
hladinu KM nadmérnou produkci purinG a vede Kk hyperurikémii a hyperurikurii.
Onemocnéni je vysoce klinicky variabilni a bylo diagnostikovdno celosvétové u méné nez
dvou desitek rodin s nalezem piiblizn€é 20 raritnich kauzalnich alelickych variant. Pacienti
Smirnym fenotypem maji klinicky nalez purinové nadprodukce (hyperurikémie/dna,

urolitidza, nefrolitidza) bez neurologickych symptomu. Poruchy ristu, zpomaleni
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psychomotorického vyvoje, hypotonie, ataxie, percepéni hluchota jsou cCastymi projevy
téz8iho fenotypu superaktivity PRPS1 (Liu et al., 2013; Mittal et al., 2015). Diagnostické
schéma je obdobné jako u deficitu HPRT.

Deficit HPRT i superaktivita PRPS1 jsou spojeny s X-vazanou recesivni dédi¢nosti.
PienaSecky jsou symptomatické v zavislosti na podilu inaktivace X chromozému (Torres a
Puig, 2017). Vrodinach stimto onemocnénim se tedy muzeme setkat S plné
symptomatickymi (vzacn¢), Castecn¢ symptomatickymi ¢i asymptomatickymi nositelkami
patogennich variant v genu HPRT1 a PRPS1 (Kostalova et al., 2015; Rinat et al., 2006;
Sebesta et al., 2008; Zikanova et al., 2018). Role molekularné genetického vysetieni je tedy
primarni, ackoli u zhruba 5 % pacientl neni nalezena kauzalni varianta v genovych kodujicich

oblastech (Dawson et al., 2005; Nguyen et al., 2012).

1.3. GENETICKE PORUCHY EXKRECE KYSELINY MOCOVE

1.3.1. HYPOURIKEMIE

Produkt genu SLC22A12, protein URATI, je vysoce specificky exprimovany pouze v
apikalni membrané bunék proximalnich tubultt (Enomoto et al., 2002). URATI se podili na
reabsorpci kyseliny moc¢ové, kdy KM prochazi z lumen pies apikalni membrany epitelu do
bunék, pak déle pies bazolaterdlni membrany do mezibunééného prostoru a krevniho feciste.
Klicovou reabsorpcni roli transportéru URATI1 podporuje kauzalita genetickych variant
SLC22A12 se sniZzenou transportérovou funkci V pfipadé vzacného mendelianského
onemocnéni rendlni hypourikémii typu 1 (RHUC1, OMIM 220150). RHUC je heterogenni
dédicné onemocnéni zplsobené poskozenim tubuldrniho transportu KM, nedostacujici
reabsorpci a/nebo zvysenou sekreci mechanizmem endotelialni dysfunkce (Enomoto et al.,
2002; Sugihara et al., 2015). Biochemickymi markery jsou vyrazna hypourikémie (sérové

hladiny KM pfiblizné¢ 40 — 60 pmol/l, referen¢ni rozmezi urikémie > 120 umol/l) a ndsobné
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zvysena exkrecni frakce KM. Klinicky se onemocnéni projevuje urolitiazou, nefrolitidzou a u
¢asti pacienti akutnim renalnim selhdnim (Casto opakované po predchozi fyzické namaze).
Vysoka incidence japonskych a Korejskych pacientti je odrazem alelické frekvence 2,3 %
prevalentni dysfunk¢ni varianty rs121907892 (p.W258X) (Ichida et al., 2008). Nicméné
svétové nejvyssi frekvence predominantnich dysfunkénich variant byla recentné
identifikovana u romské populace (1016 jedinct z regionit Ceské Republiky, Slovenska a
Spanélska): varianta rs200104135 (p.T467M) se vyskytovala s frekvenci 5,6 %, dele¢ni
varianta p.L415 G417 s frekvenci 1,9 % (Stiburkova et al., 2016a), viz pfiloha 9. Dele¢ni
varianta p.L415_G417 nebyla dosud identifikovana v zadné z vefejné dostupnych databazi.
Varianta rs200104135 se v jinych etnickych skupinach vyskytuje hluboko pod 1 %, dle
databaze EXaC mé nejcastéjsi alelovou frekvenci 0,006 Vv populaci jizni Asie, coZz
koresponduje s nalezem varianty p.T467M u rodiny sinhalského pivodu (Sri Lanka)
s fenotypem renalni hypourikémie (Vidanapathirana et al., 2018). Vlivem ptedpokladaného
efektu zakladatele a genetického driftu se tedy u vybranych populaci vyrazné zvySuje
prevalence tohoto jinak raritniho dédi¢ného onemocnéni (Stiburkova, 2017).

V roce 2007 — 2009 byl nezavislymi studiemi opakované nalezen vztah mezi
genetickymi variantami genu SLC2A9, sérovou hladinou KM a vyskytem dny (Doring et al.,
2008; Hollis-Moffatt et al., 2011; Hollis-Moffatt et al., 2009; Vitart et al., 2008). Gen SLC2A9
kéduje dvé izoformy proteinu: GLUT9a (pravdépodobné bazolateralni membrana
proximalnich ledvinnych tubuld, jatra, placenta, leukocyty), GLUT9b (pravdépodobné
apikalni membrana proximalnich tubulll, placenta). Nicméné dysfunkéni varianty v SLC2A9
zpusobuji také dédi¢nou rendlni hypourikémii typu 2 (RHUC2, OMIM 612076), ktera byla
popséana u desitky pacientll a mezi biochemické markery patii i totalni ztrata reabsorpce KM
(hladiny sérové KM < 10 pmol/l, exkre¢ni frakce KM > 100 %), viz ptiloha 8 (Stiburkova et

al., 2011). Finalni diagnostika RHUC typu 1 a 2 je molekularn¢ geneticka, s pfipadnym
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dopInénim funk¢nich studii nové identifikovanych variant. Lécba onemocnéni neni k
dispozici, profylaxe pomoci alopurinolu byla popsana u pacienta s rekurentnimi ataky

akutniho renalniho selhani (Bhasin et al., 2014).

1.3.2. HYPERURIKEMIE

Posun ve znalostech genetickych variant spojenych s hladinou urikémie a dnou, diky
rozsahlym GWAS studiim v posledni dekad¢ a naslednou funk¢ni charakterizaci kandidatnich
genl jasné ukazal, ze zdaleka nejcastéjSim patogenetickym mechanizmem vedoucim ke
vzniku hyperurikémie/dny je sniZzend exkrece kyseliny mocové spojena s genetickymi
variantami uratovych transportérii. Zéasadni vliv maji dysfunkcéni varianty majoritniho
sekretoru ABCG2. ABCG2 hraje silnou nezavislou Glohu nejen v regulaci sérové hladiny
KM, ale pravdépodobné i v mechanizmu progrese hyperurikémie v dnu.

Nicméné dosavadni analyzy kromé uritovych transportérti identifikovaly i né€kolik
dal$ich vyznamné asociovanych genii S hyperurikémii a dnou, €asto s populacni specifitou.
Napt. gen pro gluk6zo-kindzovy regulacni protein (GCKR) regulujici prvni krok glykolyzy
(Koltz et al., 2009); MYL2-CUX2 (Matsuo et al., 2016) jehoz produkt hraje roli ve specifikaci
neuronalnich bunék a je asociovan s hladinou HDL cholesterolu, vyskytem diabetu a
hypertrofickou kardiomyopatii ¢i varianty genti pro enzymy alkoholdehydrogenazu (ADH) a
aldehyddehydrogenazu (ALDH). Varianta rs150414818 ALDH16A1 je vyznamnym rizikovym
faktorem pro dnu v islandské populaci (odds ratio OR > 3) (Sulem et al., 2011), zatimco
varianty rs1229984 v ALDH1B a rs671 v ALDH2 nezavisle vyznamné zvysuji riziko dny v
japonské populaci (P=4,3 x 10*, OR=1,76) (Sakiyama et al., 2017). Studie identifikovaly
také genové interakce — napt. mezi ALDH16A1 a vySe zminénym genem HPRT1 pro enzym
purinové drahy hypoxantin-guaninfosforibozyltransferazu (Vasiliou et al., 2013). Recentnim

ptirGstkem jsou geny HIST1IH2BF-HIST1H4E (role ve formovani struktury chromatinu),
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NIPAL1 (magnesiovy transportér) a FAM35A (neznama molekularni funkce) (Nakayama et
al., 2017), viz pfiloha ¢. 15.

Z uratovych transportéri se jako zasadni geneticky podklad hyperurikémie a dny jevi
vysoce variabilni a vyrazné populaéné specificky gen ABCG2. Transportér ABCG2, fungujici
ve form¢ homodimeru, je jeden ze zastupct rozsahlé rodiny ABC proteinti a na rozdil od
ostatnich uratovych transportéri vyzaduje pro svou funkci vazbu a Stépeni adenozintrifosfatu
(ATP). Celosvétoveé se vyskytuji dvé Casté nesynonymni varianty p.V12M (rs2231137) a
p.Q141K (rs2231142), v asijské populaci navic nonsense varianta s pfedéasnym termina¢nim
kodonem p.Q126X (rs72552713) (Matsuo et al., 2009). Varianta rs2231137 (frekvence
v evropské populaci pfiblizné¢ 6 %) nema funkéni dopad na pienos uratu (Higashino et al.,
2017) a dle meta-analyzy rozsahlého celosvétového souboru pacienti s dnou ma
pravdépodobné protektivni efekt pro dnavé onemocnéni (3 361 subjekti, 103 850 kontrol, OR
=0,73, P <0,0001), viz ptiloha 14.

Varianty p.Q141K a p.Q126X, ob¢ lokalizované v ATP vazebné doméné, maji funkéni
dopad nejen na expresi a transportni aktivitu, ale ovliviwyji i fenotypovy projev: hladinu
urikémie, vznik dny vcetné CasnéjSiho ndstupu onemocnéni a odpoveéd na alopurinolovou
terapii hyperurikémie. Populacni atributivni riziko (PAR) transportéru ABCG2 pro
hyperurikémii (29,2 %) pievySuje ostatni rizikové faktory spojené se zvySenim sérové
kyseliny moc¢ové jako je veék (> 60 let véku; PAR % = 5,74%), body mass index (BMI > 25;
PAR % = 18,7 %) nebo zvySena konzumace alkoholu (> 196 gramt ¢istého alkoholu/tyden u

muzl, > 98 u zen; PAR % = 15.4 %) (Nakayama et al., 2014).
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Obrazek 2. Schématicka ilustrace topologického modelu transportéru ABCG2 s vyznacenim
Castych (Cern€) a vzacnych (Cervené) nesynonymnich alelickych variant, viz pfiloha 14
(Toyoda et al., 2019a).
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2. CILE PRACE
Cilem této habilitatni prace je piispét k objasnéni molekularni patogeneze
dysurikémie z divodu primarni poruchy endogenni produkce a/nebo exkrece kyseliny

mocCovVe.

Dil¢i cile:

A. identifikace genetického pozadi primarni dysurikémie vcetné funkéni
charakterizace dopadl nov¢ nalezenych alelickych variant

B. zhodnoceni vztahu nalezenych genetickych variant k nastupu a aktivité onemocnéni

C. zavedeni vybranych poznatkl do klinické praxe.
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3. KOMENTARE K ZARAZENYM PUBLIKACIM
Komentaie K jednotlivym publikacim jsou rozdéleny do jednotlivych tematickych
okruhii:
3.1. Genetické poruchy endogenni produkce kyseliny mocové
3.1.1. Hypourikémie
3.1.2. Hyperurikémie
3.2. Genetické poruchy exkrece kyseliny mocové
3.2.1. Hypourikémie

3.2.2. Hyperurikémie a dna

3.1. Genetické poruchy endogenni produkce Kyseliny mocové

3.1.1. Hypourikémie

Souhrn vysledkd: Identifikovali jsme nové kauzalni varianty pro xantinurii I a I,
véetné podrobnych biochemickych analyz a stanoveni enzymologickych aktivit (Jurecka et
al., 2010; Stiburkova et al., 2012a). Zavedli jsme do klinické praxe diagnosticky algoritmus
pro rozliSeni typl xantinurie | a Il neinvazivnim testem bez nutnosti zatéZe ze vzorku moci na
zakladé poméru metaboliti nikotinamidové degrada¢ni drahy (N1-metyl-2-pyridon-5-
karboxamid a N1-metyl-4-pyridon-5-karboxamid). Dtive pouzivany alopurinolovy zatéZzovy
test je nekomfortni zejména pro pediatrické pacienty a v soucasnosti jsme jeho pouzivani jiz
opustili.

Prioritn€ jsme popsali klinickou souvislost thiopurin-indukované toxicity a extrémné
vzacné xantinurie typu Il zpisobené variantou v molybden kofaktor sulfuraze (MOCOS), viz
obrazek 3 a ptiloha 3 (Stiburkova, Krijt, Vyletal, Bartl, Gerhatova, Korinek a Sebesta, 2012a;

Stiburkova et al., 2018).
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Obrazek 3. Role purinovych enzymu AOX, MOCOS, TPMT, XDH/XO a HPRT
v metabolizmu thiopurinovych 1é¢iv (Claverie-Martin et al. 2018). Modfe jsou oznaeny
thiopuriny, zluté aktivni metabolity, $ed¢ finalni produkty degradace. Enzymy AOX, TPMT,
XDH/XO a HPRT (oranzov¢) se piimo ucastni metabolické drahy, zatimco MOCOS je
nezbytny pro aktivitu XDH/XO a AOX. AZA azatioprin, 6-MP 6-merkaptopurin, 6-TIMP 6-
thioinozin monofosfat, 6-TXMP 6-thioxanthin monofosfat, 6-TGMP 6-thioguanin
monofosfat, 6-TG 6-thioguanin, 6-MeMP 6-methymerkaptopurin, 6-MeTIMP  6-
methylthioinozin monofosfat, 6-MeTGMP 6-methylthioguanozin monofosfat, 6-MeTG 6-
methylthioguanin, 8-hTG 8-hydroxy thioguanin, 6-TU 6-thiomocova kyselina, 6-TGDP 6-
thioguanin difosfat, 6-TDTP 6-thioguanozin trifosfat, 6-TdGDP 6-thiodeoxyguanozin
difosfat, 6-TdGTP 6-thiodeoxyguanozin trifosfat.

3.1.2. Hyperurikémie

Souhrn vysledkli: Publikovali jsme praci ukazujici na mozné zavazné chyby
v dosavadné uzivaném diagnostickém schématu u Zen a divek s deficitem HPRT. Ackoli u
zenskych nositelek deficitu HPRT miZze dojit ke klinickym projeviim hyperurikémie a dny,
diagnostické schéma mize poskytnout faleSné negativni nalezy z divodu posunu X-
inaktivace (Sebesta, Stiburkova, Dvorakova, Hrebicek, Minks, Stolnaja, Vernerova a Rychlik,
2008) a to na urovni biochemické (nalez fyziologickych hodnot xantinu a hypoxantinu) i
enzymologické (aktivita HPRT v erytrocytech odpovidajici nativni formé enzymu)

(Kostalova, Pavelka, Vlaskova, Musalkova a Stiburkova, 2015).
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Identifikovali jsme novou kauzalni variantu pro raritni superaktivitu PRPS1 vcetné
experimentalniho funkéniho ovéfeni (Zikanove at al., 2018). Poukéazali jsme na komplexnost
genetického pozadi urikémie na prikladu pacienta s dlouholetou tézkou tofézni dnou
a nedostate¢nou odpovédi na vice nez dvé desetileti antihyperurikemické 1é¢by (alopurinol az
900 mg/den). Geneticky jsme potvrdili u tohoto pacienta soub&éh nadprodukce KM (na
podkladé HPRT deficitu) a snizené sekrece KM (dysfunk¢ni varianta transportéru ABCG2).
Pfechod na nepurinovy analog febuxostat vedl u pacienta k poklesu urikémie a dosazeni

hladiny < 300 pmol/l, ktera je cilena u pacientt s tofézni dnou (Petru et al., 2016).

3.2. Genetické poruchy exkrece kyseliny mocové

3.2.1. Hypourikémie

Souhrn vysledkd: Identifikovali jsme nové kauzalni varianty pro renalni hypourikémii
typu 1 a 2 (Stiburkova, Ichida a Sebesta, 2011; Stiburkova et al., 2013), v¢etné funk¢nich
studii cytoplazmatické lokalizace variantnich proteini a jejich ptenosové aktivity (Mancikova
et al., 2016; Stiburkova et al., 2019a). Koexpresnimi a kolokaliza¢nimi experimenty jsme
popsali retenci vybranych variantnich proteint URAT1 v endoplazmatickém retikulu a
dominantné-negativni efekt téchto variant (Stiburkova et al., 2015). Identifikovali jsme
kauzalni prevalentni varianty pro renalni hypourikémii typu 1 v romské populaci v kohorté
vice nez 1 000 jedincti z b&zné romské populace z Ceské Republiky, Slovenské Republiky a
Spanélska (Gabrikova et al., 2015; Stiburkova, Gabrikova, Cepek, Simek, Kristian, Cordoba-
Lanus a Claverie-Martin, 2016a). Frekvence téchto prevalentnich variant 5,6 % (p.T467M) a
1,9 % (delecni varianta p.L415 G417) dle souCasnych znalosti ukazuje romskou populaci
jako celosvétoveé nejvice zatizenou kauzalnimi variantami pro renalni hypourikémii typu 1
(Claverie-Martin, Trujillo-Suarez, Gonzalez-Acosta, Aparicio, Justa Roldan, Stiburkova,

Ichida, Martin-Gomez, Herrero Goni, Carrasco Hidalgo-Barquero, Inigo, Enriquez, Cordoba-
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Lanus, Garcia-Nieto a RenalTube, 2018; Stiburkova a Sebesta, 2018a; Stiburkova a Sebesta
2018b). Piiklad funkéni studie nové identifikované kauzalni varianty ¢.973C>T pro renalni
hypourikemii 1 je shrnut na obrazku 4.

Publikovali jsme navrh profylaxe akutniho renalniho selhani jako zavazného
klinického ptiznaku u rendlni hypourikémie pomoci inhibitoru xantin oxidazy/dehydrogenazy
(Bhasin, Stiburkova, De Castro-Pretelt, Beck, Bodurtha a Atta, 2014). V soucasnosti mame
shromazdény druhy nejvetsi svétovy soubor pacientii s renalni hypourikémii (cca 40 subjekti)
a kazdoro¢né na zadost zahrani¢nich pracovist poskytujeme konzultace, diagnostiku a/nebo
ovéfeni tohoto vzacného onemocnéni (Claverie-Martin, Trujillo-Suarez, Gonzalez-Acosta,
Aparicio, Justa Roldan, Stiburkova, Ichida, Martin-Gomez, Herrero Goni, Carrasco Hidalgo-
Barquero, Inigo, Enriquez, Cordoba-Lanus, Garcia-Nieto a RenalTube, 2018; Jasinge et al.,
2017; Quan et al., 2018; Stiburkova et al., 2012b; Vidanapathirana, Jayasena, Jasinge a
Stiburkova, 2018). NaSe postupy a vysledky jsou napi. soucasti japonskych klinickych

doporuceni pro renalni hypourikémii (Nakayama et al., 2019).

3.2.2. Hyperurikémie a dna

Souhrn vysledkd: Potvrdili jsme vztah sérové hladiny KM, metabolického syndromu a
Casté dysfunk¢ni varianty p.Q141K transportéru ABCG2 Vv kohorté 589 subjektt (Stiburkova
et al. 2014). V nasem regresnim modelu varianta 152231142 (p.Ql141K) v
heterozygotni/homozygotni formé vyrazné zvysovala sérovou hladinu KM o 39/83 umol/l u
muzil, o 8/15 umol/l u Zen. Naproti tomu jsme nepotvrdili diive publikované asociace mezi

zvySenou hladinou kyseliny mocové a variantami p.vV282l (rs16890979) a p.R294H
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Obrazek 4. A Elektroforeogram heterozygotni varianty ¢.973C>T v exonu 6 genu SLC22A12
(Stiburkova, Bohata, Minarikova, Mancikova, Vavra, Krylov a Dolezel, 2019a). B Pozice
varianty p.R375W v topologickém modelu transportéru URAT1. C Imunohistochemicka
analyza oocytu Xenopus injikovaného 50 ng cRNA nativni varianty a varianty p.R325W
s pouzitim anti-URAT1 polyklonalni protilatky. URAT1 signal je zbarven zelené,
autofluorescentni zloutkova granula v cytoplazmé oocytu modfe. Kontrola (injikovana H20)
neprodukuje detekovatelny URATI1 signal. Oocyty injikované cRNA nativniho proteinu
vykazuji silny rovnomérny signal v plazmatické membrané a jemny granularni intracelularni
signal.  Varianta p.R325W ve srovnani s nativnim proteinem vykazuje snizeny a
nerovnomérny signal v plazmatické membran¢ a intracelularni redukci. D Aktivita uratového
prenosu varianty p.R325W signifikantné snizena oproti nativni formé¢ (*P < 0,05, n = 5;
stiedni hodnota + smérodatna odchylka).
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(rs3733591) v GLUT9 (SLC2A9), a na zaklad¢ studia jejich exprese, buné¢né lokalizace a
pienosovych aktivit KM jsme ukazali jejich funk¢ni nevyznamnost (Hurba et al., 2014).
Publikovali jsme nalezy vysoké variability a popula¢ni specifity ABCG2 transportéru:
v japonské a Ceské kohorté pacient s dnou (480 subjekti/480 kontrol; 145 subjektt/115
kontrol) jsme identifikovali 19 vzacnych unikatnich alelickych variant v japonské a
rozdilnych 10 v Ceské populaci (véetné novych variant p.S476P a sestiihové ¢.689+1G>A), s
naslednou funk¢ni konfirmaci jejich vlivu na sniZzeni transportu kyseliyn mocové (Higashino
et al., 2017; Stiburkova et al., 2017). Ve spolupraci s japonskymi kolegy jsme detailné
funkéné charakterizovali identifikované alelické varianty transportéru ABCG2 v
heterolognich modelovych systémech bunécné linie odvozené od lidskych embryondlnich
ledvinnych bunék (HEK 293A) a oocyti Xenopus leavis na urovni proteinové syntézy,
maturace, exprese Ci transportni aktivity (Toyoda, Mancikova, Krylov, Morimoto, Pavelcova,
Bohata, Pavelka, Pavlikova, Suzuki, Matsuo, Takada a Stiburkova, 2019a). Ptiklad klinickych
nalezi u pacienta s polyartikularni t€Zkou tofézni dnou (KM > 640 pmol/l) a
experimentalniho ovéfeni dopadu nové identifikované sestfihové varianty v ABCG2 u tohoto
pacienta je shrnut na obrazku 5 a 6 (Stiburkova et al., 2016b). Identifikovali jsme a funkéné
charakterizovali novou alelickou variantu p.1242T, s nulovou transportni aktivitou, v roding

s vicegenera¢nim pediatrickym nastupem hyperurikémie a dny (Toyoda et al., 2019Db).
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Obrazek 5. A-C Klinické nalezy u pacienta s tofozni dnou, D ultrazvukovy nalez tofu v §lase
tricepsu, sila Dopplerova signalu svéd¢i o probihajici aktivni zanétlivé odpovedi (Stiburkova,
Miyata, Zavada, Tomcik, Pavelka, Storkanova, Toyoda, Takada a Suzuki, 2016b).
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Obrazek 6. A Schématicka ilustrace ABCG2 konstruktu varianty ¢.689+1G>A v pcDNA3.1
(r.[=, 532_689del,532_689del; 944 949del]), B zména exprese variant v HEK293, C intrace-
lularni lokalizace (ztrata plazmatické lokalizace u sestfihovych variant), D redukce uratového

transportu (**P < 0,01), (Stiburkova, Miyata, Zavada, Tomcik, Pavelka, Storkanova, Toyoda,
Takada a Suzuki, 2016b).
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Popsali jsme signifikantn¢ castéjsi frekvenci varianty p.Q141K v &eské kohorté
pacient s dnou (MAF 0,23) ve srovnani s evropskou populaci (MAF 0,09) a kontrolni
normourikemickou kohortou (odds ratio = 3.26, P < 0,0001). Popsali jsme vliv
nesynonymnich variant ABCG2 na ¢asnéjsi nastup onemocnéni (42 vs 48 let, P = 0,0143, viz
obrazek 7) a jejich spojitost s pozitivni rodinnou historii (41% vs 27%, OR = 1,96, P = 0,053)
(Stiburkova, Pavelcova, Zavada, Petru, Simek, Cepek, Pavlikova, Matsuo, Merriman a
Pavelka, 2017), viz pfiloha 12. Identifikovali jsme také vliv varianty p.Q141K na casnéjsi
nastup primarni hyperurikémie (P = 0,0003) (Horvathova et al., 2019). Popsali jsme
signifikantné niz§i hladinu C-reaktivniho proteinu u subjektli s primarni hyperurikémii i dnou
nesouci variantu p.Q141K (P = 0,007), naproti tomu jsme nepozorovali vazbu mezi

-----

cytokint (Horvathova, Bohata, Pavlikova, Pavelcova, Pavelka, Senolt a Stiburkova, 2019).
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Obrazek 7. Histogram véku néstupu onemocnéni dnou v kohorté 145 pacientli s primarni
dnou. RozloZeni v dekddach ukazuje signifikantné CasnéjSi nastup onemocnéni u pacientil
S nesynonymnimi alelickymi variantami transportéru ABCG2, zejména u velmi casnych
nastuptd do 30 let v€ku. Na druhou stranu, tyto varianty byly nedostate¢né zastoupeny u
pacientl s nastupem onemocnéni nad 60 let (Stiburkova, Pavelcova, Zavada, Petru, Simek,
Cepek, Pavlikova, Matsuo, Merriman a Pavelka, 2017).
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V samostatné prioritni studii jsme se vénovali analyze pacientli s pediatrickym
nastupem hyperurikémie a dny, v niz jsme identifikovali silnou vazbu s dysfunkénimi
variantami transportéru ABCG2 (MAF 38,7 % vs 21,2 % u nastupu v dospé€lém véku vs 8.5 %
u normourikemické kontrolni kohorty, OR = 6,8, P < 0,0001). 74 % téchto pacienti mélo
pozitivni rodinnou historii onemocnéni. Tyto nalezy, viz obrazek 8 a 9, podporuji nutnost
personalizovaného pfistupu u nalezu hyperurikémie a dny, vcéetné zmény diagnostického
algoritmu a piipadné antihyperurikemické terapie u pacientli s Casnym nastupem a/nebo

familiarnim vyskytem hyperurikémie/dny (Stiburkova et al., 2019b), viz piiloha 13.
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Obrazek 8. Frekvence genotypu p.Ql41K v kohort¢ s pediatrickym néastupem
hyperurikémie/dny (31 osob) vs kohorta s dospélym nastupem hyperurikémie/dny (203
subjektl) vs kontrolni normourikemické kohorta (115 subjektd, MAF = 8,5 %) a vefejné
dostupnymi frekvencemi bézné evropské populace z databazi ExAC a 1000 Genome,
(Stiburkova, Pavelcova, Pavlikova, Jesina a Pavelka, 2019b).
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Obrazek 9. A: Vliv p.Q141K na casnéjsi nastup onemocnéni (recesivni homozygoti VS
heterozygoti vs nativni stav). B: Signifikantni posun nastupu onemocnéni v ptipadé pozitivni
rodinné historie hyperurikémie/dny, (Stiburkova, Pavelcova, Pavlikova, Jesina a Pavelka,
2019Db).

V rozsahlé multicentrické spolupraci jsme se podileli na GWAS analyzach fenotypu
klinicky definované dny, v¢etné subtypi ROL (renal overload) a RUE (renal underexcretion),
viz obrazek 10. Zatimco novée asociovany lokus HISTIH2BF-HIST1H4E (role ve formovani
struktury chromatinu) byl ve vazbé s obéma subtypy dny, NIPAL1 (gen pro magneziovy
transportér) a FAM35A (neznama molekularni funkce) byl asociovan pouze u subtypu rendlni
snizené exkrece RUE (Nakayama et al., 2017), viz pfiloha ¢. 15. Imunohistochemicky jsme
detekovali expresi proteintt NIPAL1 a FAM35A zejména v distalnich tubulech, coz naznacuje
moznou roli distalniho nefronu v transportu kyseliny moc¢ové. Piimy transport KM produkty
kandidatnich gent jsme vSak funkénimi studiemi nepotvrdili.

Podileli jsme se na prioritni GWAS studii fenotypu dny a asymptomatické
hyperurikémie (Kawamura et al., 2019), viz obrazek 11 a 12, ptiloha 16. Identifikovali jsme
dva nové lokusy asociované s fenotypem dny (rs7927466 CNTNS5, rs9952692 MIR302F).

CNTNS, MIR302F a ZNF724 jsou dle nasi studie jasné asociovany s mechanismem dnavé

progrese. Role ZNF724 v dnavé progresi je neznama a je mozné, ze tento marker je pouze
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,nahradnim® pro blizky ZNF730 a/nebo IPO5P1. Produkt genu CNTN5 je ¢lenem rodiny
kontaktinovych proteint, které zprostfedkovavaji interakce bunécného povrchu béhem vyvoje
nervového systému. Je spojovan s neuropsychiatrickymi poruchami a také se zanétlivymi
revmatologickymi onemocnénimi jako je ankylozujici spondylitida a Behgtova choroba.
Ackoli v soucasnosti nemame dostateCna podptirna data, predpokladdme ovlivnéni
zanétu pii dnavé artritidé molekulami miR-302f a v soucasnosti pfipravuje experimentalni

ovéfeni této hypotézy.
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Obrazek 10. Manhattan plot GWAS studie klinicky definované dny: 945 subjektt, 1213
kontrol, 1961 SNP markert (Nakayama et el., 2017). Osa x: pozice studovanych markert v
genomu; osa Y: negativni logaritmus statistické vyznamnosti asociace daného markeru se
studovanym znakem. Horni teckovana linka: prah celogenomové vyznamnosti (P = 5,0 x 10

8); spodni teckovana linka: selektivni hranice asociovanych markert pro replikaéni studie (P =
0,001). ROL (renal overload), RUE (renal underexcretion).
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Obrazek 11. Manhattan plot GWAS studie klinicky definované dny2860 subjektu s klinicky
definovanou dnou vs 3 149 subjektti s asymptomatickou hyperurikémii (Kawamura et al.,
2019). Osa x: pozice studovanych markeri v genomu; osa Y: negativni logaritmus statistické
vyznamnosti asociace daného markeru se studovanym znakem. Horni fialovd vodorovna
linka: prah celogenomové vyznamnosti (P = 5,0 x 10®); spodni modra vodorovna linka:
selektivni hranice asociovanych markert pro prvni replikaéni stupeti studie (P = 1 x 107%).
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Obrazek 12. Porovnani podili pravdépodobnosti pro GWAS fenotypu dny versus
asymptomatické hyperurikémie (AHUA) a deseti nejvyznamnéjsich lokusit GWAS fenotypu
dny versus normourikemie (Kawamura et al., 2019). Cervené a modré te¢ky oznaluji OR,
linie 95 % CI.
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4. ZAVER

Urikémie je komplexni biochemicky znak s vyraznym genetickym podilem. Vysledky
naSich praci objasnuji genetické pozadi a molekularni patogenezi obou nefyziologickych
stavil sérové kyseliny mocCové: primarni hypourikémie 1 primarni hyperurikémie. Renalni
hypourikémie, raritni mendelianské onemocnéni, je ukazkovym piipadem piinosu studia
vzacnych onemocnéni k pochopeni molekularni podstaty a patogenetického mechanizmu a
pienosu takto ziskanych poznatki do diagnostiky a 1écby Castych onemocnéni jako je dna.

Na zakladé naSich vysledk byl upraven diagnosticky algoritmus nejen pro vzacné
purinové enzymopatie a hereditarni hypourikémie. V soucasnosti jsou V klinické praxi
Kliniky pediatrie a dédi¢nych poruch metabolizmu i Revmatologického tstavu zavedeny
diagnostické postupy pro pacienty s casnym nastupem a/nebo familidrnim vyskytem
hyperurikémie/dny, které zahrnuji analyzu majoritnich uratovych transportéri (po predchozim
negativnim ndlezu diagnostického algoritmu) a Vv pfipadé ndlezu rizikovych genetickych
variant je tato skutenost brana v potaz pti vybéru terapeutickée strategie.

Aktivnim zapojenim do multicentrickych projekti (GlobalGout Consorcium, Asia-
Pacific Gout Consorcium) jsme piispéli k rozsifeni recentnich znalosti a hlubsimu pochopeni
genetickych lokusi asociovanych s hyperurikémii/dnou, populaéni specifity i moznému
genetickému vlivu u progrese asymptomatické hyperurikémie v klinicky definovanou dnu.

Vétime, ze naSimi vysledky piisp&jeme K lepsi diagnostice, véasnému rozpoznani
etiologie onemocnéni a volbé€ vhodné lécby u naSich pacientl s vzacnymi 1 Castymi

onemocnénimi uratového metabolizmu.
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vyzkumnych projektt. Dale dékuji klinickym i laboratornim kolegiim jak z Klinika pediatrie a
dédicnych poruch metabolizmu 1. LF UK, tak Revmatologického tstavu za spolupraci a
pracovni entuziasmus. Pod€kovani patii také Prof. Karlu Pavelkovi, fediteli
Revmatologického ustavu, Prof. Jifimu Vencovskému a Prof. Viktoru Kozichovi za jejich

podporu, kolegialitu a odborny 1 osobni ptistup.
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