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Abstrakt

V proximalnich tubulech ledvin a ve stievé jsou lokalizované proteiny (tzv. uratové
transportéry), které zajist'uji exkreci 1 reabsorpci kyseliny mo¢ové. Polymorfismy v genech
kodujicich tyto proteiny mohou vést k naruseni transportni funkce a k rozvoji hyperurikémie a
dny. Sérova hladina kyseliny mocové je vSak urovana i dalSimi faktory, mezi néz patii
piijem exogennich purina ve straveé, syntéza endogennich purini a degradace nukleovych
kyselin, ale i urc¢itd onemocnéni.

U 250 pacientil s primarni hyperurikémii a dnou jsme Sangerovym sekvenovanim
analyzovali exony a ptiléhajici intronové oblasti u deseti genti kodujicich uratové
transportéry: ABCG2, ABCC4, SLC2A49, SLC22412, SLC22A411, SLC22A413, SLC17A1,
SLC17A43, SLC22A46 a SLC22A48. Moznou souvislost mezi identifikovanymi genetickymi
variantami a primarni hyperurikémii a dnou jsme posuzovali na zaklad¢ porovnani alelickych
frekvenci s evropskou populaci, podle topologickych modell, podle programil predikujicich
funkéni dopad variant a reSer$i v odborné literatute. V tivahu jsme brali 1 zavéry funkénich
studii zkoumajicich dopad nesynonymnich variant v genech ABCG2 a SLC2A49. Zam¢iili jsme
se také na vliv soucasného vyskytu vice variant asociovanych s hyperurikémii a dnou, déale na
kombinaci variant asociovanych s hyperurikémii a dnou s variantami snizujicimi riziko dny.

V deseti vySetiovanych genech jsme identifikovali deset polymorfismt
pravdépodobné asociovanych s primarni hyperurikémii a dnou, které se nachédzely v genech
ABCG2, SLC249 a SLC22A48. V genu SLC2A49 se jednalo o synonymni variantu p.L189L, u
niZ zatim neni objasnén mechanismus dopadu na funkci proteinu. V genu ABCG?2 je
s hyperurikémii a dnou asociovana €astd nesynonymni varianta p.Q141K, ¢asta intronova
varianta ¢.1492+49G>T a vzacné nesynonymni varianty p.R147W, p.T153M, p.F373C,
p.T434M, p.S467P a p.S572R. V genu SLC22A48 jsme identifikovali variantu p.R149C, ktera
by mohla byt asociovand s hyperurikémii. Identifikovali jsme také pét polymorfismu, ktera
pravdépodobné snizuji riziko dny. Jednalo se o variantu p.V282I v genu SLC2A49 a varianty
p-VI12M, ¢.203+36A>G, c.1195-60A>T a c.1738-46G>A v genu ABCG2.

U pacientli se soucasnym vyskytem polymorfismi asociovanych s hladinou kyseliny
mocové a dnou jsme zjistili, Ze pii kombinaci variant zvySujicich a snizujici riziko dny
jednoznacéné pievazuje vliv polymorfismt asociovanych s dnou. Vyrazna hyperurikémie a
pokrocilé stadium dny bylo pozorovano u pacientl s nékterym polymorfismem asociovanym s
hyperurikémii a dnou v kombinaci s Castou variantou p.Q141K, ktera je dle odbornych studii

spojovana s nedostate¢nou odpovédi na 1é€bu urikostatikem alopurinolem.

Kli¢ova slova: hyperurikémie, dna, uratové transportéry, kyselina mocova, ABCG2, SLC2A49,
SLC2248



Abstract

There are localised proteins (so-called urate transporters) in the renal proximal tubules
and in the intestine, which excrete and reabsorb uric acid. Polymorphisms in the genes coding
these proteins can result in the disruption of the transport function and development of
hyperuricemia and gout. However the serum level of uric acid is also determined by other
factors which include the intake of exogenous purines in food, synthesis of endogenous
purines and degradation of nucleic acids, but also certain conditions.

In 250 patients with primary hyperuricemia and gout we used Sanger sequencing to
analyse the exons and adjacent intron regions in ten genes coding urate transporters: ABCG?2,
ABCC4,SLC2A49, SLC22A412, SLC22A411, SLC22413, SLC17A41, SLC17A43, SLC2246 and
SLC2248. We examined a possible connection between the identified genetic variants and
primary hyperuricemia and gout based on a comparison of allele frequencies with the
European population, according to topological models, according to programs predicting the
functional impacts of variants and searches in specialised literature. We also took into account
the conclusions of functional studies analysing the impact of nonsynonymous variants in the
ABCG2 and SLC2A9 genes. We also focused on the effect of the concomitant occurrence of
several variants associated with hyperuricemia and gout, also on the combination of variants
associated with hyperuricemia and gout with variants reducing the risk of gout.

In ten examined genes we identified ten polymorphisms most likely associated with
primary hyperuricemia and gout found in the ABCG2, SLC2A49 and SLC22A48 genes. In the
SLC2A49 gene this was the p.L189L synonymous variant, for which the mechanism of the
impact on the function of the protein is still unclear. In the ABCG2 gene the frequent
p.Q141K nonsynonymous variant, frequent ¢.1492+49G>T intron variant and the rare
p.-R147W, p.T153M, p.F373C, p.T434M, p.S467P and p.S572R nonsynonymous variants are
associated with hyperuricemia. In the SLC2248 gene we identified the p.R149C variant,
which could be associated with hyperuricemia. We also identified five polymorphisms, which
most likely reduce the risk of gout. This was the p.V282I variant in the SLC249 gene and the
p.VI2M, ¢.203+36A>G, ¢.1195-60A>T and c.1738-46G>A variants in the ABCG2 gene.

In patients with the concomitant occurrence of polymorphisms associated with the
level of uric acid and gout we found that the effect of the polymorphisms associated with gout
prevails in a combination of variants increasing and decreasing the risk of gout. Marked
hyperuricemia and an advanced stage of gout was observed in patients with some
polymorphism associated with hyperuricemia and gout in combination with the frequent
p-Q141K variant, which according to specialised studies is connected with the insufficient

response to treatment with the uricostatic drug allopurinol.
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Seznam zkratek

ABC = ATP-vazebna doména (ATP binding cassette), podle ni téz pojmenovani ABC
transportnich proteint

ABCC4 = gen kodujici protein MRP4 (ATP-binding cassette sub-family C member 4)
ABCG2 = protein kddovany stejnojmennym genem ABCG2 (ATP-binding cassette sub-
family G member 2)

AMP = adenosinmonofosfat

ARMS = amplifikacni refrakterni mutacni systém (amplification refractory mutation
systém), soucast metody tetra-primer ARMS-PCR

ATP = adenosintrifosfat

bp = par bazi (base pair)

BMI = index télesné hmotnosti (body mass index)

cAMP = cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP = cyklicky guanosinmonofosfat

cDNA = komplementarni DNA

CNV = variabilita poctu kopii (copy number variation)

Da = Dalton, jednotka molekulové hmotnosti

DMSO = dimethylsulfoxid

DNA = deoxyribonukleova kyselina

FExm = frakéni exkrece kyseliny mocové

GLUT9 = protein kodovany genem SLC249 (glucose transporter type 9), zkratky GLUT9a a
GLUT9b oznacuji dvé sestithové varianty proteinu

GMP = guanosinmonofosfat

GWAS = genomova asociacni studie (genome-wide association study)

HPLC = vysokoucinna kapalinova chromatografie

IMP = inosinmonofosfat

KM = kyselina moc¢ova

MAF = minoritni alelicka frekvence

MRP4 = protein kodovany genem 4ABCC4 (multidrug resistance-associated protein 4)
MSD = doména pieklenujici membranu (membrane-spanning domain)

N/A = nedostupné, neaplikovatelné (not available, not applicable)

NBD = doména véazajici nukleotid (nucleotide binding domain)

NPT1 = protein kodovany genem SLC17A41 (sodium-dependent phosphate transport protein 1)
NPT4 = protein kodovany genem SLC17A43 (sodium-dependent phosphate transport protein 4)
OAT = transportni proteiny (organic anion transporters)

OAT1 = protein kédovany genem SLC22A46 (organic anion transporter 1)

OAT3 = protein kodovany genem SLC22A48 (organic anion transporter 3)

OAT4 = protein kodovany genem SLC22A411 (organic anion transporter 4)

OAT10 = protein kédovany genem SLC22A413 (organic anion transporter 10)



OMIM = databaze lidskych genti a genotypt v souvislosti s fenotypy (Online Mendelian
Inheritance in Man, webové stranky: omim.org)

PCR = polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

RFLP = polymorfismus délky restrikénich fragmentt (restriction fragment length
polymorphism), souc¢ast metody RFLP-PCR

RNA = ribonukleova kyselina

SLC = transportni proteiny (solute carrier transporters)

SLC2A49 = gen kodujici protein GLUTY (solute carrier family 2, facilitated glucose transporter
member 9)

SLC17A1 = gen kodujici protein NPT1 (solute carrier family 17 member 1)
SLC17A3 = gen kodujici protein NPT4 (solute carrier family 17 member 3)
SLC22A46 = gen kddujici protein OAT1 (solute carrier family 22 member 6)
SLC22A48 = gen kodujici protein OAT3 (solute carrier family 22 member 8)
SLC22A11 = gen kédujici protein OAT4 (solute carrier family 22 member 11)
SLC22A412 = gen kodujici protein URATI (solute carrier family 22 member 12)
SLC22A13 = gen kodujici protein OAT10 (solute carrier family 22 member 13)
SNP = jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotide polymorphism)
SNV = jednonukleotidova varianta (single-nucleotide variant)

URAT]1 = protein kédovany genem SLC22A412 (urate transporter 1)

UTR = neptekladana oblast (untranslated region)

WT = referen¢ni sekvence, tzv. divoky typ (wild type)

XMP = xanthosinmonofosfat
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1. Literarni uvod

Tato prace se zabyva hleddnim moznych souvislosti mezi genetickymi variantami
v genech kodujicich proteiny, které obstaravaji transport kyseliny mocové v téle (tzv. uratové
transportéry), a vznikem hyperurikémie a dny. Urdtové transportéry zajist'uji exkreci i
reabsorpci kyseliny mocové. Pokud je vlivem genetickych variant narusena transportni funkce
uratovych transportérd, tak mize dojit k rozvoji hyperurikémie a dny (a vzacné také
k hypourikémii). Aby bylo mozné sledovat souvislost mezi genetickymi variantami a vznikem
hyperurikémie a dny, tak jsme do studované kohorty zaradili pouze jedince s primarni
hyperurikémii a primarni dnou. Pacienti se vzacnymi enzymopatiemi vedoucimi

k hyperurikémii a se sekundarni hyperurikémii a dnou byli z této studie vylouceni.

1.1 Kyselina mocova

Ve druhé poloving 18. stoleti izoloval Svédsky chemik Carl Wilhelm Sheele
z moc¢ového kamene jakousi latku, kterou nazval ,,kyselina lithova™ (Bobulescu a Moe 2012).
Pozdé&ji se zjistilo, Ze neni soucasti vSech typti mocovych kament, a tak byla pfejmenovana na
kyselinu moc¢ovou. Nové pojmenovani je odvozeno od skutecnosti, ze je kyselina mocova
béznou soucasti moci.

Kyselina mocova (chemicky 2,6,8-trioxypurin) je u lidi kone¢nym produktem
degradace purint, ke které dochdzi ptedevsim v jatrech, ale také ve stfeve a v mlécné Zlaze
(Bobulescu a Moe 2012). Zékladem jeji struktury je purinovy skelet, ktery je tvofen
pyrimidinovym a imidazolovym jadrem. Pti fyziologickém pH je pfitomna pfevazné v podobé
uratu monosodného (So a Thorens 2010). Naproti tomu v moci, kterd ma pH mezi hodnotami
5 a 6, se vyskytuje pfevazné v nedisociované form¢e (Wright et al. 2010). (Pozn.: JelikoZ se
kyselina mocova vyskytuje pii pH krve pievazné v ionizované formé, tak je v literatufe bézné
oznacovana pojmem ,,urat®.)

Hladina kyseliny mocové v téle je urCovana rovnovahou mezi piijmem purind ve
stravé (tzv. exogenni puriny), syntézou purinil de novo a degradaci nukleovych kyselin a
riznych koenzymu (tzv. endogenni puriny) a jejim vyluc¢ovanim (viz Obrazek 1.1). Kyselina
mocova je z organismu vylu¢ovana predevsim ledvinami (70 %) a z mensi Casti také stfevem
(30 %) (Bobulescu a Moe 2012). V glomerulech je volné filtrovéna a k jejimu aktivnimu
transportu dochdzi az v proximalnich tubulech ledvin, kde jsou lokalizovany uratové
transportéry. Ty jsou kromé ledvin exprimovany také ve stieve, kde rovnéZz obstaravaji
exkreci kyseliny mocové (Hosomi et al. 2012). V tlustém stievé je kyselina mocova z urcité
casti degradovana bakterialni mikroflérou az na amoniak a oxid uhli¢ity (Xu et al. 2016).

Referencni rozmezi hladiny kyseliny mocové v séru je 120 — 420 umol/l u muzt a 120
— 340 pmol/l u Zen a déti do 15 let. Miru zpétné resorpce kyseliny mocové z tubuli ledvin
udava tzv. frakéni exkrece kyseliny mocové (FEkm). Referencni rozmezi pro FEim je u muzi
0,06 — 0,12, v procentech tedy 6 — 12 %, a u Zen je horni mezi 20 % (Stiblrkova et al. 2006).
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Obrazek 1.1 - Syntéza kyseliny mocové de novo

AMP
adenosin
adenin
hypoxanthin
rib6za-5-fosfat IMP Inosin
GMP
guanosin
guanin
xanthin
XMP xanthosin

kyselina mocova

V organismu probiha syntéza purint de novo z vychoziho substratu ribozy-5-fosfatu, dale také tzv. Setfici reakce
vedouci k opétovnému vyuziti jednotlivych purinovych metabolitti a také dochazi k degradaci purinti
pfijimanych v potravé. V tomto zjednodusenim schématu je znazornéna biosyntéza kyseliny mocové, kde hraje
dilezitou roli inosinmonofosfat, ktery spojuje dil¢i drahy purinového metabolismu. Jednotlivé reakce jsou
katalyzovany pfislusnymi enzymy (pfedevs$im deaminazy, nukleotidazy a purinnukleosidfosforylaza). Klinicky
vyznamny je enzym xanthin oxidaza (nové oznacovany jako xanthin dehydrogenaza/oxidaza), ktery je potiebny
pro pieménu hypoxanthinu na xanthin a také xanthinu na kyselinu moc¢ovou. Dysfunkce xanthin oxidazy vede k
rozvoji hypourikémie s xanthinurii (viz kapitola 1.4 Hypourikémie).

Seznam zkratek: AMP = adenosinmonofosfat, IMP = inosinmonofosfat, GMP = guanosinmonofosfat, XMP =
xanthosinmonofosfat.

Schéma prevzato a upraveno podle ¢lankt Jin et al. 2012 a Kushiyama et al. 2016.

1.1.1 Ztrata aktivity urikazy

U vétSiny savci je kyselina mocova dale preméiovdna enzymem urikédzou na alantoin,
(So a Thorens 2010). Experimentalni inaktivace urikdzy u mysi vedla podle jedné studie k
velmi vysokym hladinam kyseliny mocové, poskozeni ledvin a k thynu (Wu et al. 1994). U
lidi a vysSich primati je kone¢nym produktem purinového metabolismu kyselina mocova,
jelikoz v pribehu evoluce doslo k n¢kolika nezavislym mutacim v genu kddujicim urikazu
(Oda et al. 2002).

Lidsky organismus se adaptoval na ztratu aktivity urikdzy, kterd pro néj zfejme
pfedstavovala evolu¢ni vyhodu, coz naznacuje 1 fakt, Ze je v ledvinach reabsorbovéano kolem

90 % kyseliny mocové (Bobulescu a Moe 2012). Podle jedné teorie pomahala vyssi hladina
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kyseliny mocové udrzovat dostatecny krevni tlak, coz bylo pfinosem v dobé¢, kdy jesté lidé
nem¢li snadny piistup k soli (Watanabe et al. 2002). V soucasnosti naopak kyselina mocova
prispiva k epidemii hypertenze a ke kardiovaskularnim chorobam (Evans et al. 2018). Podle
dalsi teorie je kyselina mocova dulezita z divodu jejich vyraznych antioxidacnich ucinki.
Mohla by kompenzovat nedostatek kyseliny askorbové, jelikoz priméati v priitbé¢hu evoluce
ztratili enzym dilezity pro jeji syntézu (Ames et al. 1981). Podle jiné studie by vSak kyselina
mocova nemohla v antioxidac¢nich Gcincich zastoupit kyselinu askorbovou a podle zavéri
dalsich autori ma tyto u¢inky pouze ptipadé, Ze se jeji mnozstvi v plazmé pohybuje

v referencnim rozmezi (Frei et al. 1988; Sautin a Johnson 2008).

1.2 Hyperurikémie

Hyperurikémie (tedy zvySena hladina kyseliny mocové) se rozviji nejéastéji z divodu
sniZené renalni exkrece kyseliny mocové (asi 90 % piipadil) a méné Casto z divodu jeji
zvySené produkce (asi 10 % ptipadl) (Ragab et al. 2017). Laboratorné je definovana
vzestupem sérové hladiny kyseliny mocové nad 340 umol/l u zen a 420 umol/l u muZza.

Z hlediska pfi€iny ji 1ze rozd¢lit na primarni a sekundérni. Pfi¢inami priméarni hyperurikémie
je ptedevsim zvySeny piijem purinil ve stravé a snizené vylucovani kyseliny mocové
ledvinami a gastrointestinalnim traktem. Hyperurikémie se mize vyskytnout sekundarné u
riznych onemocnéni z diivodu zvysené syntézy endogennich purini, patfi mezi né
metabolicky syndrom, leukémie, diabetes mellitus, psoriaza, poruchy §titné zlazy a riizna
ledvinnd onemocnéni (Pavelka 2008; Stiburkova et al. 2019) (viz Ptiloha 3). Syndrom
spankové apnoe je také asociovan s hyperurikémii, nebot’ hypoxie zvySuje obrat purinti
(Hasday a Grum 1987). K hyperurikémii mtize vést také uzivani n€kterych 1éki, jako jsou
diuretika, salicylaty a cyklosporin, jelikoZ snizuji vylu€ovani kyseliny mocove ledvinami
(Pavelka 2008; Svobodova 2016).

Hyperurikémie neni asociovana pouze s rozvojem dny, ale také s hypertenzi a
srde¢nimi onemocnénimi. Na rozdil od dny vSak zatim nebylo objasnéno, zda se
hyperurikémie uplatiiuje ptimo v patogenezi, nebo jestli pisobi pouze jako rizikovy faktor
téchto onemocnéni (Yang et al. 2005). ZvySena hladina kyseliny mo€ové ma proliferativni
ucinky, které se mohou projevovat u bunék hladkého svalstva cév. Je spojena také se
zvySenou tvorbou cytokini a C-reaktivniho proteinu (CRP), ¢imZ mlZe pfispivat ke vzniku
hypertenze (Kanellis a Kang 2005). Tento piedpoklad potvrzuje 1 dalsi studie, podle které je
zvySena hladina kyseliny mocové v nékterych ptipadech (specidlné€ u adolescentll) asociovana
se vznikem hypertenze (Feig 2012). Kromé toho je hyperurikémie asociovana také s diabetem
2. typu (Sluijs et al. 2013). Déle byla zjiSténa asociace s inzulinovou rezistenci a s nefropatii
(Nath et al. 2007). Snizend funkce ledvin také vede k hyperurikémii a kyselinu mocovou lze
povazovat za uremicky toxin (Nigam et al. 2015). Na jednotlivé buniky mé cytotoxické
ucinky, konkrétni vliv na organy jako srdce ¢i ledviny vSak zatim neni zcela znam (Nigam a
Bhatnagar 2018).
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K rozvoji hyperurikémie také vyznamné prispivaji genetické faktory, predevsim
polymorfismy v genech kddujicich uratové transportéry, coz je tématem této prace
(Stiburkova et al. 2017; Pavelcova et al. 2020) (viz Ptilohy 1 a 2). Vzacné se mohou
vyskytnout mutace v genech kodujicich klicové enzymy purinového metabolismu, které
vedou k hyperurikémii, patii mezi né deficience hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazy
(identifikace dle UniProt: P00492) ¢i zvySena aktivita fosforibosyl-pyrofosfat syntetazy
(identifikace dle UniProt: P60891) (Ragab et al. 2017).

Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza je kodovand genem HPRT1 (identifikace
dle Ensembl: ENSG00000165704). Deficience tohoto enzymu je gonozomaln¢ recesivnim
onemocnénim (OMIM *308000), které se podle zavaznosti postizeni rozd€luje do riznych
typt (Kostalova et al. 2015; Nanagiri a Shabbir 2021). T¢zka deficience (aktivita enzymu je
mensi nez 1,5 %) se oznacuje jako Lesch-Nyhantv syndrom (OMIM # 300322) (Harris
2018). V séru pacientll jsou nejen vysoké koncentrace kyseliny mocové, ale také hypoxantinu
a xantinu. Mezi hlavni klinické pfiznaky onemocnéni patii mentélni retardace,
sebeposkozujici chovani a mimovolni pohyby (Yamada et al. 2011; Harris 2018). Céstedna
deficience hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazy (s aktivitou enzymu mezi 8 a 60 %) je
oznacovana jako Kelley-Seegmilleriiv syndrom (OMIM # 300323) a v porovnéni s Lesch-
Nyhanovym syndromem se u ni prakticky nevyskytuji neurologické potize, takze zcela
prevazuje renalni postizeni, véetn¢ tvorby mocovych kamenti, a mtize dojit i k rozvoji dny
(Zoref-Shani et al. 2000). U dalsiho typu hyperurikémie spojené s deficienci hypoxantin-
guanin fosforibosyltransferdzy se pohybuje aktivita enzymu mezi 1,5 az 2 % a u pacientt je
pozorovano jak neurologické, tak i1 rendlni postizeni (Nanagiri a Shabbir 2021).

Dalsi pficinou hyperurikémie mize byt vzacny defekt v genu PRPS! (identifikace dle
Ensembl: ENSG00000147224) vedouci ke zvySen¢ aktivit¢ enzymu fosforibosyl-pyrofosfat
syntetdzy. U n€kterych pacientil s timto gonozomalné recesivnim onemocnénim (OMIM #
300661) se kromé& hyperurikémie a dny objevuji i poruchy nervového systému a sluchu
(Garcia-Pavia et al. 2003).

1.3 Dna

Dna (neboli dnava artritida) je chronické onemocnéni, které vzniké na podkladé
poruchy metabolismu kyseliny moc¢ové. Je pro n€j charakteristicka depozice monosodnych
uratovych krystalti v kloubnich chrupavkach 1 dalSich tkanich, kde vyvolavaji mistni
zangtlivou reakci. U nékterych pacientli se dnou Ize tyto krystaly prokazat v synovialni
tekutin€ za pouziti mikroskopu (McCarty a Hollander 1961). Prevalence dny v Evropé¢ je asi 1
az 4 % (Dehlin et al. 2020). Toto onemocnéni postihuje Castéji muze nez zeny (4:1)
(Svobodova 2016). Prevalence stoupd s vékem, u muzi je ¢astéjsi nastup dny v niz§im véku
v porovndni se Zenami, jelikoZ estrogen a progesteron snizuji riziko rozvoje onemocnéni (Hak
et al. 2010; Dehlin et al. 2020).
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U dny jsou bézné pozorovany rizné komorbidity. Rozsahla studie, ktera byla
provedena u pacientii se dnou v USA v letech 2007 a 2008, ukézala, ze mezi Casté patii
hypertenze (u 74 % pacientil), zavazné chronické onemocnéni ledvin (71 %), obezita (53 %),
diabetes mellitus (26 %) a nefrolitiaza (24 %) (Zhu et al. 2012). Podle dalsi studie provedené
ve Francii k ¢astym komorbiditam patii i srdeCni onemocnéni, poruchy jater a alkoholizmus
(Richette et al. 2015). Bylo také zjisténo, ze uzivani diuretik, obezita a hypertenze

dvojnésobné zvysuji riziko vzniku dny (Evans et al. 2018).

1.3.1 Stadia dny
Stadia dny Ize urcovat podle klinickych ptiznakt ¢i s ptihlédnutim k patogenezi
onemocnéni (Dalbeth a Stamp 2014). Tradi¢ni d€leni dle klinickych ptiznaki je néasledujici
(Suchy 2011):
A. Asymptomatickd hyperurikémie
B. Akutni dnava artritida
C. Interkritickd dna neboli dna mezi jednotlivymi akutnimi dnavymi zachvaty
D. Chronicka tof6zni dna
Dna vSak nemusi mit tento typicky prib¢h. U mnoha lidi s hyperurikémii 1ze
pokrocilymi zobrazovacimi technikami nalézt uratové krystaly, 1 kdyz nikdy neméli akutni
dnavy zachvat a ani nemaji tofy, tedy okem patrné depozita uratovych krystala (Dalbeth et al.
2015). Z toho divodu bylo navrzeno nésledujici rozdéleni stadii dny dle patogeneze (Dalbeth
a Stamp 2014):
A. Je pfitomna hyperurikémie, ale pacient nema ptiznaky dny a ani neni prokézana
pritomnost monosodnych uratovych krystalt.
B. Lze prokézat ukladani monosodnych uratovych krystald, ale pacient nemé ptiznaky
dny.
C. Ukladani monosodnych uratovych krystall a pacient mé (nebo jiZ v anamnéze mél)
pfiznaky akutniho dnavého zachvatu.

D. Pokrocilé onemocnéni, u pacientli se ¢asto vyskytuji tofy ¢i radiografické eroze.

1.3.2 Patogeneze dny

V patogenezi dny hraje vyznamnou roli reakce imunitniho systému na ptitomnost
krystalt kyseliny mocové v kloubnich dutinach. Krystaly jsou fagocytovany makrofagy, coz
vede k uvolinovani enzymi obsazenych v lysozomech a k produkei zanétlivych chemokinti
(Cronstein a Sunkureddi 2013). Psobenim prozanétlivého interleukinu 18 dochazi ke
zvysené koncentraci neutrofili v synovidlni tekutin€, k dalSimu uvoliiovani zanétlivych
cytokinil a k rozvoji akutniho zanétlivého procesu (Landis a Haskard 2001; Alberts et al.
2019). Na mysich modelech bylo zjisténo, Ze blokatory interleukinu 1 vyznamné snizuji
zanétlivy stav v kloubech. Tyto vysledky byly potvrzeny 1 u mysi s deficitem receptoru pro

interleukin 1, coZ ukazuje na vyznamny podil tohoto cytokinu v rozvoji zanétlivé odpovédi na
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uratove krystaly (McDermott et al. 2011). Pro aktivaci interleukinu 1 je nutné kaspaza 1, ktera
je soucasti tzv. NLRP3 inflamazomu, coz je jeden z typti makromolekularnich komplexii,
které¢ aktivuji procesy vedouci k prozanétlivé odpovédi (He et al. 2016). Zatim neni jasné,
jakym zpiisobem inflamazém NLRP3 rozeznava monosodné uratové krystaly, ale je jisté, Ze
se uplatiiuje v patogenezi dny a Ze ovliviiuje podobu zanétlivé odpovédi (McDermott et al.
2011). Intenzivni vyzkum role imunitniho systému v rozvoji dny pfispiva k vyvoji novych
1é¢iv, blokator interleukinu 1B canakinumab uz je mozné pouzivat v 1é¢be (viz kapitola 1.3.3
Lécba dny) a v budoucnu by farmakoterapie mohla cilit i na inflamazoém NLRP3 (Schlesinger
et al. 2012; Szekanecz et al. 2019).

K aktivaci neutrofili dochézi pii akutni dnavé atace také na podkladé zvysené
bunéénymi membranami fagocytujicich bunék, coz vede k aktivaci G proteinu, fosfolipazy C,
tyrosinkindzy a dalSich kinaz (Liu et al. 2000). V jedné studii bylo zjiSténo, Ze je u pacientil
pii akutnim dnavém zachvatu i v obdobi interkritické dny zvySend hladina cirkulujiciho
interleukinu 8 (Kienhorst et al. 2015). Dle autordi nebyly u zdravych kontrol a ani u jedinct
s jinymi zanétlivymi stavy (véetné revmatoidni artritidy a systémové sklerodermie) nalezeny
zvySené hladiny interleukinu 8 v periferni krvi.

Chronické tof6zni dna je charakteristicka pfitomnosti tofil, coZ jsou loZiska krystalil
kyseliny mocové, které jsou ulozeny v sitoviné tvofené proteiny, lipidy a polysacharidy
(Schlesinger a Thiele 2010). V tofech jsou produkovany osteoklasty a metaloproteinazy, které
pfispivaji k poskozeni kloubti, jehoZ riziko se zvySuje pii opakujicich se dnavych zachvatech
(Gonzalez 2012). Na poSkozeni kloubt se také vyznamné podili interleukin 1, jelikoz hraje
dualezitou roli v tvorbé¢ osteoklastli (Zwerina et al. 2007).

1.3.3 Lécba dny

Pii 1é€beé dny se revmatolog zamétuje na sniZeni hladiny kyseliny mocové pod 360
umol/l, dale na potlaceni zanétu, sniZeni bolestivosti a pfedchdzeni dnavym atakam. Krom¢
farmakoterapie jsou dulezitd i dietni opatieni snizujici pfijem purind z potravy, zvySeni
fyzické aktivity a redukce vahy u obéznich pacientti (Svobodova 2016; Richette et al. 2017).
V terapii se pouzivaji rizné skupiny 1éc¢iv:

A. Urikostatika. Nejcastéji predepisovanym urikostatikem je alopurinol. Jeho ucinky
na snizeni hladiny kyseliny moc¢ové byly popsany v 60. letech 20. stoleti. Alopurinol
kompetitivn¢ inhibuje xanthinoxidazu, ktera katalyzuje pfeménu xantinu na kyselinu
mocovou, ¢imz snizuje jeji syntézu. Existuje asociace mezi variantou rs2231142
(p.Q141K) v genu ABCG?2 a slabou odpovéedi na alopurinol (Petru et al. 2016;
Roberts et al. 2017). Pfitomnost této varianty vede k hromadéni alopurinolu a jeho
metabolitu oxypurinolu v buiikéch renéalnich tubulii. Nasledkem toho neni

v tubularni tekutin€ dostatek 1é¢iva k vyvolani zddaného ucinku (Wen et al. 2015).
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Alternativnim urikostatikem je febuxostat, ktery byl poprvé pouzit v roce 2008
(Dehlin et al. 2020).

. Urikosurika. Tato 1é¢iva zvysuji vyluCovani kyseliny mocové z téla. Lze je pouzit u
pacientd, ktefi netrpi urolitidzou ¢i jinym postizenim ledvin. Mezi nejcastéji
predepisovana urikosurika patii probenecid a lesinurad. Probenecid se pouziva u
pacientl se Spatnou toleranci ¢i nedostatecnou odpovédi na alopurinol (Pui et al.
2013). Urikosurické ucinky vSak maji i dalsi 1é¢iva, jako je losartan a atorvastatin ¢i
slouceniny bergeninu (Ragab et al. 2017). Slibné vysledky ptinesla studie, podle
které vede bergenin ke zvyseni exprese hlavniho exkre¢niho uratového transportéru
ABCG?2 v ledvinach i stievé. Exprese proteinu GLUT9, ktery reabsorbuje kyselinu
mocovou, byla naopak v ledvinach snizena (Chen et al. 2020).

. Nesteroidni antirevmatika. PouZzivaji se k potlaceni zdnétu a k terapii akutni
bolesti, mezi nejcastéji predepisovana léciva patii diklofenak a indometacin
(Pavelka 2008). Z klinického hlediska je podstatné, Ze pii zahdjeni terapie
urikostatiky bez soucasného podani nesteroidnich antirevmatik mtize dojit k rozvoji
akutniho dnavého zachvatu. Pfesny mechanismus zatim neni objasnén, dnavou
ataku vSak mizou vyvolat 1 jiné stavy vedouci k ndhlému poklesu sérové hladiny
kyseliny mocové (Burns a Wortmann 2012).

. Kortikosteroidy. LéCi se jimi akutni bolest u pacientt, u kterych jsou
kontraindikovany nesteroidni antirevmatika. Podle jedné studie ma prednison a
indometacin stejny efekt na sniZeni bolesti u akutni dny (Rainer et al. 2016).

. Kolchicin. Jedna se o alkaloid ziskdvany z ociinu jesenniho, ktery se v nizkych
davkach pouziva pti akutnich dnavych zachvatech ke zmirnéni bolesti (Richette a
Bardin 2010). Pfesny mechanismus U€¢inku kolchicinu zatim neni znam, bylo vSak
(Dalbeth et al. 2014).

Blokatory interleukinu 1. Jedna se o novy typ terapie, ktery zatim neni standardné
zavedeny v praxi. K pouziti u pacienti je zatim schvaleny pouze canakinumab, coz
je monoklonalni protilatka proti interleukinu 1 (Némec 2015). Canakinumab u
pacientll vyznamné sniZuje bolestivost 1 zanét, navic redukuje vyskyt akutnich
dnavych zachvatl (Schlesinger et al. 2012).

. Uratové oxidazy. Nejsou zatim standardn€ pouzivané v terapii. Patfi mezi n¢
peglotikaza. Lze ji indikovat u pacientli s téZkou dnou, ktefi Spatn€ odpovidaji na
1é¢bu alopurinolem. Mezi nevyhody této 1€cby patii, ze se zhruba u poloviny
pacientl objevuji vysokeé titry protilatek proti peglotikaze, ¢imz se stdva neucinnou
(Sundy et al. 2011; Ragab et al. 2017).
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1.4 Hypourikémie

Pti¢inou hypourikémie mize byt porucha zpétného vstiebavani kyseliny mocové
v ledvinnych tubulech a méné Casto také snizend syntéza kyseliny mocové. Stejné jako
hyperurikémii ji Ize rozdé€lit na primérni a sekundéarni. Primarni hypourikémie je zptisobena
vrozenymi defekty enzymil zapojenych do metabolismu purint, které vedou ke snizeni
produkce kyseliny mocové. Tyto poruchy jsou vSak velmi vzacné. Naproti tomu sekundarni
hypourikémie se objevuje u onemocnéni ledvin, které postihuji tubuly (jako je Fanconiho
syndrom, nefroticky syndrom ¢i nadory), a také u poskozeni jater (Sebesta a Stiburkova 2014;
Kuwabara et al. 2017).

Vzacna vrozena renalni hypourikémie typu 1 (OMIM # 220150) je zpisobena mutaci
v genu SLC22A412, ktery kodduje uratovy transportér URATTI (viz kapitola 1.6.3 Uratovy
transportér URAT]1 (gen SLC22412)) (Mancikova et al. 2016). Ve vétsing piipadi je
onemocnéni zpisobeno inaktivujici mutaci, ktera vede ke snizené nebo Uplné ztraté
transportni funkce proteinu. Hypourikémie typu 1 byla detekovana u mnoha pacientli
z Japonska, ptipady jsou viak znamé i z mnoha dal§ich zemi svéta, véetné Ceské republiky
(Stiburkova et al. 2011). Hypourikémie typu 2 (OMIM # 612076) je zptisobena mutaci v genu
SLC2A49 (viz kapitola 1.6.4 Uratovy transportér GLUT9 (gen SLC2A49)) (Stiburkova et al.
2012). Oba typy vrozené rendlni hypourikémie probihaji v mnoha piipadech asymptomaticky,
n¢kdy se vsak vyskytnou zavazné komplikace jako nefrolitidza ¢i akutni selhdni ledvin
vyvolané zatézi, kterou muze byt napiiklad nadmérna fyzicka aktivita (Ichida et al. 2008;
Matsuo et al. 2008).

Mezi vzacné vrozené enzymopatie vedouci ke sniZzeni produkce kyseliny mocové patii
rizné xanthinurie, které jsou podle postizeného enzymu rozdélovany do riznych typd,
konkrétné xanthinurie typu I, xanthinurie typu II a deficience molybdenového kofaktoru (ta se
dale deli do tii subtypt) (Reiss et al. 1999; Mraz et al. 2015; Stiburkova et al. 2018).

Xanthinurie typu [ (OMIM # 278300) je autozomalné recesivni onemocnéni, pii
kterém je v moci pfitomnd vysoka koncentrace xanthinu. Pfi¢inou je deficientni enzym
xanthin dehydrogenéaza/oxidéaza (dfive oznaovany jako xanthin oxidaza, identifikace dle
UniProt: P47989), ktery je kodovan genem XDH (identifikace dle Ensembl:
ENSG00000158125). Ke komplikacim tohoto onemocnéni patii tvorba xanthinovych
mocovych kamenti a rendlni insuficience (Mraz et al. 2015).

Xanthinurie typu II (OMIM # 603592) se vyznacuje deficienci xanthin
dehydrogendzy/oxidazy i aldehydoxidazy (identifikace dle UniProt: Q06278), ktera je
kédovanéd genem 40X (identifikace dle Ensembl: ENSG00000138356). Ke sniZzené aktivité
téchto enzymu dochézi proto, Ze nemaji k dispozici molybdenovy kofaktor, pro jehoz funkci
je zapotiebi enzym molybden kofaktor syntetaza 1 (identifikace dle UniProt: Q96ENS), ktery
je kédovany genem MOCOS (identifikace dle Ensembl: ENSG00000075643). V moci
pacientil je detekovana vysoka koncentrace xanthinu a hypoxanthinu a naopak velmi malé
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mnozstvi kyseliny mo¢ové. Castou komplikaci tohoto autozomalné recesivniho onemocnéni
je selhani ledvin (Stiburkova et al. 2018).

Z klinického hlediska existuje podstatny rozdil v metabolizaci alopurinolu u pacientt
s xanthinurii typu I a II. Toto 1é¢ivo je béZné v organismu pfeménovano na oxypurinol,

k cemuz je zapotiebi aldehydoxidaza. Zatimco tedy jedinci s xanthinurii typu I metabolizuji
alopurinol béZznym zpusobem, tak u pacientti s xanthinurii typu Il se oxypurinol vitbec
nevytvari (Yamamoto et al. 1991).

Dalsim typem xanthinurie je deficience molybdenového kofaktoru. Dochézi k ni
z divodu mutaci v riznych genech kédujicich enzymy nutné pro biosyntézu molybdenového
kofaktoru. Podle postizeného enzymu se tato porucha rozdéluje do tfi subtypii oznaCovanych
A, BaC (Reiss et al. 1999). Dédic¢nost deficience molybdenového kofaktoru je autosomalné
recesivni. Do klinického obrazu patii vazné neurologické postizeni s tézkymi zachvaty,
opistotonem a psychomotorickou retardaci, pacienti ¢asto umiraji v raném véku (Reiss a
Johnson 2003; Leimkiihler et al. 2005).

K deficienci molybdenového kofaktoru typu A (OMIM # 252150) dochazi z dtivodu
mutace v genu MOCS] (identifikace dle Ensembl: ENSG00000124615), ktery kdduje
molybden kofaktor syntetdzu 1 (identifikace dle UniProt: QINZBS) (Reiss a Johnson 2003).
Do biosyntézy molybdenového kofaktoru se zapojuji ob€ isoformy molybden kofaktor
syntetdzy 1 oznacované jako MOCS1A a MOCSI1B (Hénzelmann et al. 2002). Pro deficienci
molybdenového kofaktoru typu B (OMIM # 252160) je charakteristicka dysfunkce
molybdopterinové syntazy (identifikace dle UniProt: 096033), ke které dochazi na podkladé
mutace v genu MOCS? (identifikace dle Ensembl: ENSG00000164172) (Reiss 2000).
Deficience molybdenového kofaktoru typu C (OMIM # 615501) je zpiisobend mutaci v genu
GPHN (identifikace dle Ensembl: ENSG00000171723), ktery koduje protein gephyrin
(identifikace dle UniProt: QINQX3). Jedna se o protein asociovany s mikrotubuly, ktery je
zapojeny 1 do biosyntézy molybdenového kofaktoru (Reiss et al. 2011; Dejanovic et al. 2015).

1.5 Genetické faktory v rozvoji hyperurikémie a dny

Hladina kyseliny mocové je podle zavéri riznych studii genetickymi faktory
ovlivilovana ze 40 az 80 %, u evropské populace konkrétné dosahuje tato hodnota podle jedné
studie 60 % (Krishnan et al. 2012). K rozvoji dny nedochézi u vSech osob s hyperurikémii,
takZe zatim neni jasné, jak je to s dédicnosti tohoto onemocnéni. Na jeho vzniku se navic
kromé genetickych faktort podileji také vlivy stravy a prostiedi (Merriman 2015). Zatim bylo
provedeno pouze omezené mnozstvi studii a podle zavera jedné prace, kterd zkoumala 514
part muzskych monozygotickych i1 dizygotickych dvojcat, je fenotyp dny urcen piedevsim
vlivy prostfedi (Krishnan et al. 2012).

Genomové asociacni studie (GWAS, genome-wide association study) se zaméiuji na
odhalovani lokust, které jsou spojeny s konkrétnim fenotypem, jako je hyperurikémie a dna.
Ptedpokladem pro tyto studie je vySetfeni velkého mnozstvi vzorkli, aby mohly byt kandidatni
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geny obsahujici dané lokusy co nejptesnéji vytipovany (Visscher et al. 2017). Jedna studie
zahrnovala data od vice nez 140 000 jedinct evropského ptivodu a autofi v ni identifikovali
28 vyznamnych lokusi asociovanych se zvysenou hladinou kyseliny mocové (Kdottgen et al.
2013). Byly mezi nimi i lokusy zahrnujici geny koduji urdtové transportéry, konkrétné
ABCG2, SLC2A49, SLC17A43, SLC22A411 a SLC22A12. Dvé jiné studie identifikovaly dalsi
lokusy nachézejici se v genech kodujicich uratové transportéry, a to v ABCG2, SLC249,
SLC22A411,SLC22412 a SLC17A1 (Nakayama et al. 2017) (Yang et al. 2010). Opakované
byly potvrzeny vyznamné lokusy v genech ABCG2 a SLC2A49 (Vitart et al. 2008; Kottgen et
al. 2013; Matsuo et al. 2016; Kawamura et al. 2019).

Kromé gent kddujicich urdtoveé transportéry se lokusy vyznamné z hlediska
hyperurikémie a dny nachazeji i v mnoha jinych genech, jejichz produkty nejsou ptimo
zapojené piimo do transportu kyseliny mocové. Pomoci GWAS studii jsou naptiklad ¢asto
odhalovany lokusy, které vedou k ovlivnéni genové exprese (Boyle et al. 2017). Pozornost by
méla byt vénovana i genlim, jejichz produkty souviseji s rozpozndnim uratovych krystalii a
s imunitni reakci na né. Naptiklad varianta 752749356 v genu TLR4, jehoz produktem je toll-
like receptor 4, je asociovana s primarni dnou v ¢inské populaci (Qing et al. 2013). Jina studie
zkoumala vysledky vySe uvedené GWAS studie zahrnujici 140 000 vzorkt (Kottgen et al.
2013) a potvrdila asociaci se dnou u ¢tyt lokust v genech /GFIR (inzulinu podobny riistovy
faktor 1), PDZK1 (produkt tohoto genu patii mezi tzv. scaffold proteiny), HLF (jaterni
leukemicky faktor) a MAF (transkrip¢ni faktor Maf) (Phipps-Green et al. 2016). V nedavné
metaanalyze byly identifikovany tfi lokusy zodpovédné za ptechod z asymptomatické
hyperurikémie do dny: 77927466 v genu CNTN5 (kontaktin 5), 79952962 v genu MIR302F
(microRNA 302f) a rs12980365 v genu ZNF'724 (zinc finger protein 724). Tato studie
zéaroven potvrdila, ze nasledujici lokusy jsou asociované s dnou: gen ABCG2 (uratovy
transportér ABCG2), gen SLC2A49 (uratovy transportér GLUT9) a rs671 v genu ALDH?2
(aldehyd dehydrogenaza 2) (Kawamura et al. 2019). Vyznamné polymorfismy v genech
kodujicich urdtove transportéry, u kterych byla odbornymi studiemi zjisténa asociace
s hyperurikémii a dnou, jsou popsany v nasledujici kapitole a dale také v prisluSnych pasazich

v diskuzi.

1.6 Uratové transportéry

Urat nemuze piestupovat pres bunééné membrany samostatné, k transportu jsou
zapotiebi specialni proteiny, tzv. uratové transportéry (viz Tabulka 1.1 a Obrazek 1.2). Tyto
proteiny vyznamné¢ ovliviiuji hladinu kyseliny mocové v téle. Urdtové transportéry jsou
exprimovany piedevs§im v proximalnich tubulech ledvin a ve stfevé. Nachazeji se vSak 1
v dalsich organech, kde chrani buiiky pted cytotoxickym plsobenim kyseliny mocové. Mezi
tyto proteiny patii jednak multispecifické transportéry, jako je ABCG2 (kddovany genem
ABCG?2) ¢i1 OATI1 (SLC22A46), jejichz dilezitou funkei je transport riznych 1é¢iv a
xenobiotik, ale také selektivnéjsi transportéry, kterymi jsou GLUT9 (SLC249) a URATI
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(SLC22A411) (Nigam a Bhatnagar 2018). Proteiny uratovych transportérii 1ze rozd¢lit do dvou
velkych rodin: ABC transportéry a SLC transportéry (Nigam et al. 2015).

ABC transportéry jsou velkou skupinou transmembranovych proteint, které se
vyskytuji prakticky ve vSech tkdnich. Transportuji Siroké spektrum organickych i
anorganickych latek. Pojmenovany jsou podle ATP-vazebné domény (ATP binding cassette,
zkratka ABC), jelikoz pienaseji substraty ptfes plazmatickou membranu za spotieby
adenosintrifosfatu (ATP) (Nigam 2015). ABC proteiny jsou tvoieny doménou pieklenujici
membranu (membrane-spanning domain, MSD) a doménou vazajici nukleotidy (nucleotide
binding domain, NBD), konkrétné¢ ATP-vazebnou doménu (ATP-binding cassette). Aby byl
ABC transportér funkcni, tak je potteba, aby obsahoval dvé domény pieklenujici membranu,
které obvykle obsahuji Sest transmembranovych segmentt, a dvé ATP-vazebné domény.
Pouze n¢které ABC proteiny maji vSechny funkéné pottebné slozky v jednom fetézci (jedna
se o tzv. uplné transportéry), ostatni vytvareji membranové spojené homodimery nebo
heterodimery (jedna se o tzv. poloviéni transportéry) (Tusnady et al. 2006; Deeley et al.
20006).

ABC proteiny se déli do n¢kolika skupin. ABCA proteiny jsou Uplné transportéry a
jsou kromé jiného zapojené do lipidového metabolismu. Ve skupiné ABCB jsou zahrnuty
uplné 1 poloviéni transportéry, patii mezi né i P-glykoprotein 1 (gen ABCB1I), u kterého byla
jako u prvniho ABC proteinu prokazana souvislost s 1ékovou rezistenci rakovinnych bunék.
Vyznamnym ¢lenem skupiny ABCC, kam patii Giplné transportéry, je CFTR protein, jehoz
dysfunkce vede k cystické fibroze. Proteiny ze skupiny ABCD jsou polovi¢ni transportéry,
které jsou lokalizované v peroxisomech, kde transportuji mastné kyseliny s velmi dlouhym
fet¢zcem. ABCE a ABCF proteiny obsahuji ATP-vazebnou doménu, ale chybi jim
transmembranova doména. Posledni skupinou jsou ABCG proteiny. Jedna se o polovi¢ni
transportéry, které maji opacnou strukturu nez jiné ABC proteiny, tedy doménou vazajici
nukleotidy maji na N-konci a transmembranovou doménu na C-konci (Dean et al. 2001).

Velka rodina SLC proteinti (solute carriers) zahrnuje rozsahlou skupinu tzv. OAT
proteini (organické aniontové transportéry, organic anion transporters). Tyto transportéry
koncentruji anionty proti jejich chemickému gradientu. Kromé proximalnich tubulii ledvin
jsou exprimovany v riznych epitelovych buiikach, kde ptispivaji k bariérovym funkcim
epitelu. Zajistuji exkreci a reabsorpci riiznych 1€kt, jako jsou antibiotika, antivirotika,
diuretika ¢i cytostatika. Transportuji také dalSi xenobiotika, dale rizné organické ionty,
endogenni metabolity a urat (Sekine et al. 2000; 2006; Robertson a Rankin 2006; VanWert et
al. 2009).
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Tabulka 1.1 - Uratové transportéry a jejich geny

Uratovy
transportér

Oznaceni
proteinu

(identifikace
odle UniProt

Oznaceni genu
(identifikace podle
Ensembl)

Exprese
proteinu

Molekulova
hmotnost

Broad substrate
specificity ATP-
binding cassette
transporter ABCG2;
ATP-binding cassette
sub-family G
member 2

Multidrug resistance-
associated protein 4;
ATP-binding cassette
sub-family C
member 4

Solute carrier family
2, facilitated glucose
transporter member
9; Glucose
transporter type 9

Solute carrier family
22 member 12; Urate
transporter 1

Solute carrier family
22 member 6;
Organic anion

transporter 1

Solute carrier family
22 member §;
Organic anion

transporter 3

Solute carrier family
22 member 11;
Organic anion
transporter 4

Solute carrier family
22 member 13;
Organic anion
transporter 10

ABCG2
(Q9UNQO)

MRP4
(015439)

GLUT9
(QONRMO)

URATI
(Q96837)

OATI
(Q4U2RY)

OAT3
(Q8TCC7)

OAT4
(QINSAO)

OATI10
(Q9Y226)

ABCG2
(ENSG00000118777)

ABCC4
(ENSG00000125257)

SLC249
(ENSG00000109667)

SLC22412
(ENSG00000197891)

SLC2246
(ENSG00000197901)

SLC2248
(ENSG00000149452)

SLC22411
(ENSG00000168065)

SLC22413
(ENSG00000172940)

4q22.1

13¢32.1

4p16.1

11q13

11q12.3

11123

11q13.1

3p22.2

ledviny,
placenta,
stievo, jatra,
mozek a dalsi
tkané

prostata,
vejcovody,
mozek,
ledviny a dalsi
tkané

ledviny, jatra,
placenta,
plice,
chrupavka a
dalsi tkané

ledviny

predevsim
ledviny, dale
jatra, mozek,
placenta,
kosterni
svalovina

ledviny, srdce

ledviny,
placenta

predevsim
ledviny,
mozek, stievo,
srdce, v malé
mifeiv
dalsich
tkanich

72 314 Da

149 527 Da

58 702 Da

59 630 Da

61 816 Da

59 856 Da

59 972 Da

60 862 Da
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Sodium-dependent
phosphate transport
protein 1; Solute
carrier family 17
member 1

NPT1 SLCI17A41 ledviny, jatra,

(Q14916)  (ENSG00000124568)  ©P?%2 TGk Il 12108

Sodium-dependent
phosphate transport
protein 4; Solute
carrier family 17
member 3

NPT4 SLCI7A43

(000476) (ENSG00000124564) 6p22.2 ledviny, jatra 46 106 Da

V tabulce je uvedeno shrnuti zakladnich informaci o genech a pfislusnych proteinech (uratovych transportérech),
které byly vybrany pro analyzu.
Zdroje: databaze Ensembl (Howe et al. 2021), UniProt (Bateman et al. 2021) a NCBI (Agarwala et al. 2018)

1.6.1 Uratovy transportér ABCG2 (gen ABCG?2)

Protein ABCG2 (broad substrate specificity ATP-binding cassette transporter ABCG2;
ATP-binding cassette sub-family G member 2) je povazovan za hlavni exkretor kyseliny
mocové. Je znamy také pod nazvem BCRP (breast cancer resistance protein). Je kodovany
genem ABCG?2 a je slozen z 655 aminokyselin. Délka transkriptu je 4844 part bazi
(ENST00000650821), kromé néj se vyskytuji jesté ¢tyii dalsi kratsi transkripty kodujici
protein (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021).

Protein ABCG2 je tzv. polovi¢nim transportérem, jelikoZ obsahuje pouze jednu
doménu vazajici nukleotid a jednu doménu pieklenujici membranu. Doména vézajici
nukleotid je kli¢ova pro vazbu ATP a je slozena z vysoce konzervovanych sekvenci, kterymi
jsou Walkertiv motiv A (umistény v pozici aminokyselin 80 az 86), Walkeriiv motiv B
(lokalizovany v pozici aminokyselin 205 aZ 210) a specificka C doména neboli ABC typicky
motiv (umistény v pozici aminokyselin 186 az 200) (Tamura et al. 2006; Macalou et al.
2016). Ptedpoklada se, ze MSD obsahuje Sest transmembranovych segmentii. Protein ABCG2
muze tedy transportovat substraty pouze, pokud je ve formé dimeru, kdy jsou k dispozici dvé
MSD domény a dvé NBD domény (Mo a Zhang 2012).

Protein ABCG2 zajist'uje exkreci kyseliny mocové nejen v proximalnich tubulech
ledvin, ale také ve stfevé (Hosomi et al. 2012). Kromé toho je exprimovan 1 v dalSich tkénich,
jako je placenta ¢1 mozek (Howe et al. 2021). Mezi dalsi vyznamné substraty tohoto proteinu
patii rizna xenobiotika, toxiny a hormony. Z klinického hlediska je podstatné, Ze je asociovan
s 1ékovou rezistenci, v€etné rezistence vici antracyklinim a dal§im cytostatikiim, jelikoz
zvysuje jejich eflux z bunék (Dean et al. 2001; Mao a Unadkat 2015). Byl identifikovan
v raznych nadorech, jako jsou adenokarcinomy traviciho traktu, karcinomy plic, karcinomy
endometria ¢i myelomy (Diestra et al. 2002).

Z hlediska vzniku primarni dny je vyznamna piitomnost jednonukleotidového
polymorfismu p.Q141K (rs2231142), ktery vede k vyraznému snizeni exkrece kyseliny
mocove (az 0 53 %) (Woodward et al. 2009; Ichida et al. 2012). Kromé toho bylo detekovano
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nekolik dalSich variant, u nichz byla prokazana asociace s hyperurikémii a dnou (Onuora
2020).

1.6.2 Uratovy transportér MRP4 (gen ABCCY)

Protein MRP4 (multidrug resistance-associated protein 4; ATP-binding cassette sub-
family C member 4) je kddovany genem 4ABCC4 a patii mezi exkretory kyseliny mocové. Je
exprimovan na apikalni membrané proximalnich tubuld, ale také v dalSich tkédnich, jako jsou
vejcovody, mozek ¢i prostata. Nejdelsi transkript ENST00000645237 je slozen z 1325
kratsi transkripty kodujici protein (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021).

MRP4 transportuje stejn¢ jako ostatni ABC proteiny riizné 1é¢iva a produkty
metabolismu. Mezi jeho substraty patii metotrexat, prostaglandin E1, prostaglandin E2 ¢i
glukoronidy. Je zodpovédny také za vylu¢ovani cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) a
cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP) do moci (Deeley et al. 2006). Protein MRP4 je
uplnym (kompletnim) transportérem, jelikoz obsahuje vSechny potfebné struktury pro svou
funkci — tedy dvé MSD domény a dvé NBD domény (Deeley et al. 2006).

Pokud jde o asociaci mezi variantami v genu ABCC4 a dnou, tak podle jedné studie
provedené u polynéské populace je intronova varianta rs4748500 (c.2034+124C>T)
signifikantn¢ asociovana s hyperurikémii a dnou a také se snizenou frakéni exkreci kyseliny
mocové. Tato varianta se vSak prakticky nevyskytuje u evropské populace (Tanner et al.
2017).

1.6.3 Uratovy transportér URAT1 (gen SLC22A412)

Gen SLC22A412 koduje protein URATT (urate transporter 1; solute carrier family 22
member 12), ktery zajist'uje spolu s dal§imi transportéry zpétné vsttebavani uratu. Protein
URATT1 byl poprvé identifikovan v ledvin€ mysi a byl nejprve pojmenovan jako rendlni
specificky transportér (Mori et al. 1997). Je lokalizovan na apikalni membrané proximalnich
tubulll a kromé ledvin neni exprimovan v Zadné jiné tkani (Howe et al. 2021). Na rozdil od
jinych OAT proteintl je jeho substratem vyhradné kyselina mocova (Sekine et al. 2006). Gen
SLC22412 se vyskytuje v péti transkriptech, z nichz nejdelsi s oznac¢enim ENST00000377574
zahrnuje 553 aminokyselin (2792 part bazi) (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021).

Podle zavért riiznych studii maji nékteré polymorfismy v tomto genu vliv na hladinu
kyseliny mocové. Intronova varianta c.831-1697C>T (rs475688) zvysuje riziko dny a
synonymni varianta p.H86H (rs3825016) je asociovana s hyperurikémii (Zou et al. 2018).
Nékteré vzacné varianty v SLC22A412 jsou naopak pficinou vzacné rendlni hypourikémie typu
1 (viz kapitola 1.4 Hypourikémie) (Mancikova et al. 2016).
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1.6.4 Uratovy transportér GLUT9 (gen SLC2A9)

Gen SLC2A49 koduje protein GLUT9 (glucose transporter type 9; solute carrier family
2, facilitated glucose transporter member 9), ktery patii do skupiny glukézovych transportéra.
Pivodné byl identifikovan jako transportér glukozy a fruktdzy, i kdyz neni tak vykonny jako
transportéry GLUT1 ¢i GLUT4. Az pozd¢ji byl potvrzen jeho vyznam v pienosu kyseliny
mocove, kterou transportuje rychleji nez monosacharidy (Caulfield et al. 2008). Zajimavé je,
ze gluk6zové transportéry GLUT1 a GLUTS, které maji velmi podobnou proteinovou
strukturu jako GLUT9, nemaji schopnost transportovat kyselinu mocovou (Long et al. 2017).

Protein GLUT9 zajistuje zpétné vstiebavani kyseliny mocové a v proximalnich
tubulech ledvin je exprimovan ve dvou odlisnych sestfihovych variantach, které se lisi
lokalizaci. Varianta GLUT9a se nachazi na bazolateralni membrané tubuld, zatimco varianta
GLUTOb na jejich apikélni membrané (So a Thorens 2010). GLUT9a ma délku 540
aminokyselin (transkript ENST0000026478, 1864 part bazi) a GLUT9b obsahuje 511
aminokyselin (transkript ENST00000506583, 1927 part bazi). Kromé ledvin je GLUT9
exprimovan také v jatrech, plicich, chrupavkach, placenté a v dalSich tkdnich (Bateman et al.
2021; Howe et al. 2021).

Pokud jde o souvislost mezi hladinou kyseliny mocové a genem SLC249, bylo
zjisténo, ze u zdravé populace souvisi pfitomnost polymorfisml v tomto genu az s 5%
rozptylem v hodnotach sérové kyseliny mocové (Vitart et al. 2008). Byly identifikovany
genetické varianty, které snizuji riziko vzniku dny, jako jsou p.V282I (rs16890979) a
c.1002+78 A>G (rs6823877), ale také jiné polymorfismy asociované s hyperurikémii a dnou,
jako je p.R265H (rs3733591) a p.L108L (rs13113918) (Sarzynski et al. 2012; Meng et al.
2015; Zhang et al. 2018; Wan Taib et al. 2018). Krom¢ toho vedou n¢které varianty
v SLC2A49 ke vzacné renalni hypourikémii typu 2 (viz kapitola 1.4 Hypourikémie)
(Stiburkova et al. 2012).

1.6.5 Uratovy transportér OAT4 (gen SLC22A11)

Gen SLC22A411 koduje transportér OAT4 (organic anion transporter 4; solute carrier
family 22 member 11), ktery je exprimovan na apikalni membrané proximalnich tubuld, kde
zajiStuje zpétné vstiebavani kyseliny mocové. Kromé uratu transportuje tento protein také
hormony a riizn4 xenobiotika. Pro jeho funkci je nutnd interakce s riznymi anorganickymi
ionty (Hagos et al. 2007). Mimo ledvin je OAT4 vysoce exprimovan také v placenté, coz
naznacuje, ze pomaha chranit plod pted toxiny (Cha et al. 2000). Zaroven slouzi ke
vstiebavani prekurzorii estrogent a k transportu dalSich steroidii (Ugele et al. 2003).

Protein OAT4 je unikatni tim, Ze je exprimovan pouze u lidi a u vysSich primatt
(Hagos et al. 2007). Existuje osm transkriptu tohoto genu, z nichz jsou pouze ¢tyii funkéni.
Nejdelsi transkript ENST00000301891 zahrnuje 550 aminokyselin a 3545 part bazi (Bateman
et al. 2021; Howe et al. 2021).
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Byl zkouman vliv genetickych variant na hladinu kyseliny mocové. Podle jedné studie
je intronova varianta c.822-318A>G (rs17300741) spojena s dnou, jejiz pfi¢inou je snizena
exkrece kyseliny mocové (Sakiyama et al. 2014).

1.6.6 Uratovy transportér OAT10 (gen SLC22A413)

Protein OAT10 (organic anion transporter 10; solute carrier family 22 member 13)
koédovany genem SLC22413 obstarava reabsorpci kyseliny mocové na apikalni strané
proximalnich tubulii (Higashino et al. 2020). Protein OAT10 byl u lidi identifikovan v roce
1998, kdy byl nejprve zarazen mezi organické kationtové transportéry. Pozdéji se zjistilo, ze
transportuje organické anionty, jako je je glutathion, nikotinat ¢i p-aminohippurat, takze byl
zatfazen mezi OAT proteiny (Bahn et al. 2008; VanWert et al. 2009). Existuji dv¢ setfihové
varianty, z nichz funkéni je pouze transkript s oznacenim ENST00000311856, ktery zahrnuje
551 aminokyselin (2555 pari bazi). OAT10 je kromé ledvin exprimovan také mozku, stieve,
srdci a v malé mifre i v dalSich tkanich (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021).

V rozsahlé japonské studii bylo zjisténo, Ze nesynonymni varianta rs/17371763
(p.R377C) je asociovana se snizenou hladinou kyseliny mocové a se snizenym rizikem vzniku
dny. Tato varianta zpisobuje vyrazny pokles funkce transportéru OAT10 (Higashino et al.
2020).

1.6.7 Uratovy transportér NPT1 (gen SLC17A41)

Protein NPT1 (sodium-dependent phosphate transport protein 1; solute carrier family
17 member 1) je kodovan genem SLCI17A41. Jedna se o fosfatovy transportér zavisly na
sodiku, ktery je exprimovan na apikalni membrané proximalnich ledvinnych tubuld, 1ze ho
vSak najit také v jatrech a v mozku. Kromé& exkrece uratu zajiSt'uje transport i dalSich latek,
jako jsou organické kyseliny, gluko6za ¢i Zlucové soli. Gen se vyskytuje ve Ctyfech
sestfthovych variantach, nejdelsi transkript s ozna¢enim ENST00000244527 obsahuje 467
aminokyselin (1819 parti bazi) (Iharada et al. 2010; Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021)

Byla prokéazana souvislost mezi jednonukleotidovymi polymorfismy v genu SLC17A41
a dnou (Hollis-Moffatt et al. 2012). Vyjimkou je varianta p.1269T (rs1165196), kteréa ptisobi
z hlediska dny protektivné, jelikoZ zfejmé zvySuje exkrecni aktivitu tohoto uratové
transportéru (Sakiyama et al. 2016a). Podle jinych autort je vSak p.1269T asociovana s dnou
(Hollis-Moffatt et al. 2012; Chiba et al. 2015).

1.6.8 Uratovy transportér NPT4 (gen SLC17A43)

Dal§im uratovym transportérem je NPT4 (sodium-dependent phosphate transport
protein 4; solute carrier family 17 member 3), ktery je kodovan genem SLC17A43. Je
exprimovan v jatrech a na apikalni stran¢ proximalnich tubulll a v mensi mife také v dalSich
castech ledviny (Howe et al. 2021). Spolu s dalSimi uratovymi transportéry zajistuje exkreci

kyseliny mocové a kromé toho transportuje i néktera 1éCiva, jako je furosemid (Jutabha et al.

26



2010).Vyskytuje se v sedmi transkriptech, z nichz je pét funkcnich. Nejdelsi je transkript

ENST00000397060, ktery obsahuje 498 aminokyselin (2052 part bazi). Dva dalsi transkripty

(konkrétné ENST00000360657 a ENST00000361703) kodujici 420 aminokyselin neobsahuji

na rozdil od transkriptu ENST00000397060 exon 4 (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021).
Pokud jde o souvislost mezi hladinou kyseliny mocové a proteinem NPT4, bylo

v jedné studii zjisténo, Ze jednonukleotidové varianty p.N68H (rs387907257) a p.F304S

(rs387907256) vyznamné snizuji transport uratu proteinem NPT4 (Jutabha et al. 2010).

1.6.9 Uratovy transportér OAT1 (gen SLC22A6)

Protein OAT1 kodovany genem SLC22A46 (organic anion transporter 1; solute carrier
family 22 member 6) je exprimovan na bazolateralni membrané proximalnich tubulil a ucastni
se exkrece kyseliny moc¢ové (Motohashi et al. 2002; Bateman et al. 2021). Krom¢ uratu
transportuje rizna léciva (jako jsou nesteroidni antiflogistika, ACE inhibitory, antibiotika,
antivirotika, diuretika), mykotoxiny, uremické toxiny, prostaglandiny, vitaminy a dalsi
endogenni i exogenni latky. Miize tedy ovliviiovat rizné metabolické drahy a da se
predpokladat jeho podil na metabolickych onemocnénich, dn€ a chorobach ledvin (Liu et al.
2016). Protein OAT1 pochazejici z krysi ledviny byl v roce 1997 funkéné charakterizovan
pomoci expresniho systému oocytll Xenopus leavis a brzy byly identifikovany jeho ortology u
lidi, prasat, mysi a dalSich druhii (VanWert et al. 2009). Protein OAT1 se sklada z 563
aminokyselin (2151 pari bazi, transkript ENST00000377871). Kromé toho bylo zjisténo jesté
pét dalSich sestfihovych variant. Je exprimovan pfedevsim v ledvinach a v mensi mife také
v jatrech, mozku, placenté a kosterni svaloviné (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021).

Z literatury zatim neni zndma asociace mezi polymorfismy vyskytujicimi se v genu
SLC22A6 a hladinou kyseliny mocové.

1.6.10 Uratovy transportér OAT3 (gen SLC22A48)

Transportér OAT3 kédovany genem SLC22A48 (organic anion transporter 3; solute
carrier family 22 member 8) je exprimovan na bazolateralni membrané proximalnich tubult a
v men$i mife také v srdci (Motohashi et al. 2002; Bateman et al. 2021). Jedna se o nejsilngji
exprimovany OAT protein v ledvin€ (Erdman et al. 2006). Existuje pét funkénich transkripti
proteinu OAT3. Nejdelsi transkript ENST00000336232 je sloZzen z 2180 parti bazi (542
aminokyselin) (Howe et al. 2021).

Protein OAT3 byl poprvé izolovan z mozku krys pfi pouziti sondy obsahujici
konzervované sekvence proteinu OAT1 (Kusuhara et al. 1999). Protein OAT3 zajiStuje spolu
s dalSimi uratovymi transportéry exkreci kyseliny mocové (Bakhiya et al. 2003). Kromé toho
je vyznamny z hlediska eliminace riiznych 1é¢iv, xenobiotik a endogennich produkti z téla.
V genu SLC2248 byly zjistény varianty, které snizuji transportni funkci proteinu, z nichz
nejvyznamnéjsi jsou p.R149S (rs45566039), p.Q239Ter (rs11568496) a p.1260R
(rs11568493) (Erdman et al. 2006).
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Obrazek 1.2 - Uratové transportéry v proximalnich tubulech ledvin
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2. Cile prace

Cilem této prace bylo identifikovat genetické varianty, které by mohly byt asociovany
s primarni hyperurikémii a s primarni dnou. Zameétovali jsme se na polymorfismy v genech,
které koduji vyznamné uratové transportéry lokalizované v proximalnich tubulech ledvin a
v men$i mife také ve stfeve, konkrétné ABCG2 (ABCG2), ABCC4 (MRP4), SLC249
(GLUT9), SLC22412 (URATI), SLC22411 (OAT4), SLC22413 (OAT10), SLC17A41
(NPT1), SLC1743 (NPT4), SLC2246 (OAT1) a SLC2248 (OAT3).

MozZnou asociaci detekovanych polymorfismu s primarni hyperurikémii a dnou jsme
posuzovali z mnoha hledisek, aby byly nase zavéry co nejpresnéjsi. Provadéli jsme in silico
analyzu funk¢niho dopadu variant pomoci predik¢nich programu. Dale jsme porovnavali
alelickou frekvenci v kohorté pacientli s primarni hyperurikémii a dnou s frekvenci v
evropské populaci a v kohorté z béZzné populace. Zamétovali jsme se také na analyzu
lokalizace variant v topologickych modelech ptislusnych uratovych transportérii. Nase zjisténi
jsme porovnavali s odbornou literaturou, véetné funkénich studii nesynonymnich variant
v genech ABCG2 a SLC249, které byly provadény na spolupracujicich pracovistich. Nakonec
jsme se snazili najit odpoveéd’ na otazku, jaky dopad ma u jednotlivych pacientli soucasny
vyskyt vice variant, které jsou pozitivné asociovany s hyperurikémii a dnou, nebo naopak

riziko onemocnéni snizuji.
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3. Metodika

Projekt zabyvajici se patofyziologii uratovych transportérti v primarni dné a
hyperurikémii schvalila etickd komise Revmatologického tstavu (Cislo 6181/2015). V
nasledujicim schématu jsou pro piehlednost shrnuty zakladni kroky vedouci k analyze
genetickych variant u pacientii s hyperurikémii a dnou, které jsou podrobné popsany dale
v této kapitole.

Obrazek 3.1 - Zékladni kroky vedouci k vySetfeni alelickych variant v genech kodujicich
uratové transportéry
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3.1 Sestaveni vySetiovanych kohort

Byly sestaveny dv¢ kohorty. Prvni zahrnovala pacienty s priméarni hyperurikémii a
dnou, u kterych byly vysetiovany geny kédujici uratové transportéry. Kromé toho byla
vytvofena také kontrolni kohorta zahrnujici jedince z béZzné populace, u které byly

vySetfovany vybrané alelické varianty.

3.1.1 Kohorta pacientt s primarni hyperurikémii a dnou
Do kohorty byli zatazeni pievazné pacienti z Revmatologického tistavu a z mensi ¢asti
také pacienti z Kliniky pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF UK a VFN. Pivodni
kohorta 150 jedinct byla postupné rozsifovana o nové pacienty, u kterych byly primarné
vySetfovany geny kodujici uratové transportéry, které maji dle literatury vyznamnéjsi vliv na
hladinu kyseliny mocové (Merriman 2015; Nigam a Bhatnagar 2018; Zhu et al. 2018).
Velikost kohorty uvadéna v této praci je tedy rizné Siroka u jednotlivych vySetfovanych gent:
e geny ABCG2, SLC249 a SLC22A412: 250 jedinct (z toho 182 jedinct s primarni
dnou a 68 jedincl s primarni hyperurikémiti)
o geny ABCC4, SLC22A411, SLC22A413, SLC17A1, SLC17A43, SLC22A46 a
SLC22A48: 150 jedinct (z toho 115 jedinct s primérni dnou a 35 jedincii
s primarni hyperurikémii)
Dna byla diagnostikovana na zaklad¢ klasifikacnich kritérii, ktera byla navrzena a
schvalena organizacemi ,,American College of Rheumatology (ACR) Board of Directors* a

,»the European League Against Rheumatism (EULAR) Executive Committee* (Neogi et al.
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2015). U jedinct s primarni hyperurikémii byly opakované naméteny hodnoty nad 360 pmol/l
u Zen a nad 420 pmol/l u muza.

Pro nasi studii bylo podstatné, aby byli v kohorté zafazeni pouze jedinci s primarni
hyperurikémii a dnou. Snazili jsme se tedy o vylouceni pacientli se sekundarni dnou a
enzymopatiemi, které¢ vedou k hyperurikémii. K tomu slouzilo jednak vysetteni purinovych
metabolitl, a jednak dotaznik, ktery vyplnovali oSettujici 1ékafi a zdravotni sestry. V
dotazniku byla vyznacena rodinnd anamnéza a v€k nastupu primarni hyperurikémie nebo dny.
Byly zde zaznamenany i zakladni klinické idaje, jako je vaha a systolicky a diastolicky tlak.
Diilezitou soucasti dotazniku byly také komorbidity, které mohou ovliviiovat hladinu kyseliny
mocoveé, jako jsou nefrologicka onemocnéni, t€Zka psoridza ¢i aktivni maligni onemocnéni.
Purinové metabolity, konkrétné xanthin, hypoxanthin a oxypurinol, byly méteny u kazdého
pacienta dvakrat. Prvni vzorek se odebiral za soucasné 1é¢by alopurinolem nebo
febuxostatem, behem které byly ocekdvanym nalezem zvySené hladiny xantinu a
hypoxantinu. Pro druhé méfeni byli pacienti pozadani, aby 72 hodin pied odbérem vzorku
vysadili 1éky (coz bylo schvaleno etickou komisi Revmatologického tstavu). Vzorek byl
samoziejm¢ odebiran i od pacientl pred zahdjenim terapie alopurinolem nebo febuxostatem,
aby nemuseli pozdé&ji kviili tomuto vySetfeni vysazovat 1éky. Ke stanoveni purinovych
metabolitll byla pouzita vysokouc¢inné kapalinova chromatografie (HPLC). VySetieni
probihalo na spolupracujicim pracovisti (Biochemicka laboratot, Klinika pediatrie a
dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF UK a VFN) pomoci detektoru fotodiodového pole
Waters 2695 a 2998.

V diagnostickych laboratofich Revmatologického ustavu bylo provedeno biochemické
vySetfeni, mezi stanovované analyty patfila hladiny kyseliny mocové v séru a v mo¢i, frakéni
exkrece kyseliny mocové, kreatinin, glukéza, fosfor, vapnik, fosfor, vitamin D, parametry
lipidového metabolismu, jaterni enzymy a kreatinkinaza. Byl vySetfovan také C-reaktivni
protein.

Klinicka a biochemicka data jedincti v kohort¢ pacienti jsme charakterizovali pomoci
medianu a interkvartilového rozpéti, které pokryva 50 % zjisténych hodnot a slouzi
k charakteristice variability dat. Cim mensi je interkvartilové rozpéti, tim blize jsou

pozorovana data soustiedéna kolem medidnu.

3.1.2 Kontrolni kohorta

Kontrolni skupina jedinct z béZné populace zahrnovala 174 osob, jednalo se
piedevsim o zaméstnance Revmatologického tstavu a jejich rodinné piislusniky. U téchto
jedinct bylo provedeno biochemické vySetteni a byly zaznamenany klinické parametry stejné
jako u kohorty jedinct s hyperurikémii a dnou. VySetfenim bylo zji§téno, Ze 164 jedinct
z kontrolni skupiny mélo normalni hladinu sérové kyseliny mocové, osm jedincti mélo

hyperurikémii a dva lidé méli mirnou hypourikémii.
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3.2 Izolace genomové DNA

K izolaci genomové DNA z plné periferni krve jsme pouzivali komer¢ni kit QIAamp
DNA Mini Kits (Qiagen). Postupovali jsme podle navodu od vyrobce. Princip metody je
zalozeny na vazbé DNA na specidlni silikagelovou membranu, pfi¢emz inhibitory
polymerazové fetézoveé reakce jsou odstranény v promyvacich krocich. Izolovana DNA byla

nasledn¢ az do analyzy uchovéana pfi teploté -20°C.

3.3 Polymerazova fetézova reakce

Metodu polymerazové fetézové reakce (PCR) objevil v roce 1983 Kerry Mullis
(Mullis 1990). Od té doby se zakladni protokol nijak nezménil a sklada se z néasledujicich
nékolika krokt:

1. Uvodni denaturace DNA, probiha pii teploté 94 °C az 95 °C obvykle po dobu 5
az 10 minut.

Nasledujici tii kroky (2 az 4) jsou cyklicky opakovany. Pocet cyklu se lisi dle

protokolu, delsi PCR produkty vyzaduji vice cykli. Obvykly pocet opakovani je 35.

2. Denaturace DNA, probiha pfi teploté¢ 94 °C az 95 °C obvykle po dobu 15 az 30
sekund.

3. Nasednuti primert na DNA, teplota je specificka pro kazdy par primerti, vétSinou
se pohybuje mezi 48 °C a 65 °C. Doba trvani této faze je obvykle 30 az 45
sekund.

4. Syntéza DNA, ktera obvykle probiha pfi teploté 72 °C (teplota se mize liSit
v zé&vislosti na pouZité polymeraze). Doba trvani této faze zavisi na délce
vysledného PCR produktu, pro tsek 1000 part bazi staci jedna minuta.

5. Po uplynuti cykli nasleduje zavérecna syntéza DNA pii1 72 °C obvykle po dobu 7
az 10 minut.

6. Ochlazeni PCR reakce na 4 °C.

Zakladnimi slozkami PCR reakce jsou primery, genomova DNA, volné nukleotidy a
DNA polymeraza. Primery syntetizované od vyrobce je tieba pfed pouzitim natedit na
pracovni koncentraci, v naSem piipad¢ jsme pouzivali primery o koncentraci 10 pmol/pl.
Izolovanim ziskanou genomovou DNA jsme fedili na koncentraci 20 ng/ul. Déle jsme
pouzivali specialni komer¢ni PCR mixy, které uz obsahovaly volné nukleotidy, DNA
polymeréazu a dalSi pomocné slozky.

Pro navrh primert jsme pouzivali volné¢ dostupny program Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Po zadani vstupnich dat (sekvence,
ocekéavana délka PCR produktu, teplota tani) program navrhl riizné moznosti umisténi paru
primerti véetn€ seznamu piipadnych nechténych PCR produktli. Vybrané specifické primery
byly nasledné objednany u externi firmy, pro jeden PCR produkt se jednalo vzdy o jeden
primer piedni (neboli forward, oznacovan jako primer F) a jeden primer zadni (neboli reverse,

oznacovan jako primer R). Sekvence primert je standardné uvadéna ve sméru 5' — 3.
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Pary primert byly navrhovéany pro jednotlivé exony a exon-intronova rozhrani tak, aby
bylo mozné sekvenovanim vysetfit alespont 100 part bazi pred a za exonem. V nékterych
ptipadech, kdy se mezi dvéma exony nachézela velmi kratka intronova oblast, tak byl navrzen
jeden par primerd pro oba exony. Primery jsme se snazili designovat tak, aby vysledny PCR
produkt nebyl delsi nez 800 parti bazi. Delsi Giseky totiz nelze kviili limitacim pouzivaného
sekvenatoru Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) s
elektroforetickymi kapildrami o délce 50 cm bez problému analyzovat.

Dal8im krokem byla optimalizace podminek PCR reakce, ktera spoc¢iva ve volbé¢ DNA
polymerazy a stanoveni teploty nasednuti primeri na DNA (neboli teplotu annealingu)
pomoci teplotniho gradientu (opakovani té samé reakce v teplotnim rozmezi 48 °C az 65 °C).
Ptilis nizka teplota annealingu vede k tvorbé nezddoucich PCR produktd, jelikoz primery
nasedaji na vlakno DNA nespecificky. ZvySenim teploty annealingu se specificita zvysSuje,
ptili§ vysoka teplota vSak vede k potlaceni tvorby Zadouciho PCR produktu. Pro PCR exonti
jednotlivych genil jsme tedy pouzivali jiz optimalizované podminky, které jsou uvedeny
v nasledujicim textu. Pro vSechny geny byl pouzity nésledujici mix PCR reakce, pokud neni

dale v textu uvedeno jinak:

Combi PPP Master Mix (Top-Bio): 10 ul
Primery F a R: 0,8 ul
Voda: 7,4 ul

Genomova DNA (koncentrace 20 ng/ul): 1 pl

Vznik poZadovaného PCR produktu jsme ovéfovali pomoci elektroforézy s vyuZzitim
2% agarozového gelu. Dale nasledovalo preciSténi pomoci komer¢niho kitu Presto 96 Well
PCR Cleanup Kits (Geneaid). Postupovali jsme podle navodu od vyrobce. Principem metody
je vazba fragmentl na matrici ze sklenénych vlaken, kterd je v kazdé jamce piecisStovaci
desticky. Nezadouci slozky jsou odstranény v promyvacich krocich a na zavér jsou PCR

produkty z preciStovaci desticky uvolnény eluénim pufrem.

3.3.1 Primery a podminky PCR pro gen ABCG2
Primery byly navrzeny pro vSechny exony transkriptu ENST00000650821:

primer F (5" — 3"): primer R (5" — 3"):
exon 2 CTTATCACAATGGTATGGGC GGCCCAGTTATTTCACTCC
exon 3 TGCATGACCTGTTTTGTTT CACGCAACTACAGTTATCCAC
exon 4 AAACCATAGAATTTCTTGACCAG CTGCCTTTTCACATAAGTGTC
exon 5 ATGGAGTTAACTGTCATTTGC CACGTTCATATTATGTAACAAGCC
exon 6 CTACTTTTTCTACCAGGTATCCAC GCTTTGTTTTCTTGATAATG
exon 7 TAGCTAAATAATATGAGATGAAAAG TAGCACCAAATGGAACAAAC
exon 8 CGTGGGAAGAAGAGAGAAAG CAACAGCACTCACAGACAAC
exon 9 TGCCTGGCCTATTTTTTC CCTTTATTTGTTCTGCTGACTG
exon 10 AGGGACGTTGGCCAAG TGGGCAACAGAGCATGAC
exon 11 TCACGCTTCCCTGTTCC ACCCCTATACATATTTTCAAAACATC
exon 12 GGCATGCATAGTGGGTC AAAAATAGCTGACAGTGAACAAC
exon 13 GAGGGTGGTTGGAGAGTG GTATATTCTCTAACATAATCTATTCCAG
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exon 14 GCAGAGGAGAAGAGTTTAGTGAG CAAGGCTAACAGGAAATTCTC
exon 15 ACATTAGTTGGTTTGGTGAGAC ATTCGCGCACAACTCAC
exon 16 ACACACAATGACTGTTAGCTATG GGGTTCTTTCATGTTTAATTCAG

Mix pro PCR reakci exonu 14:

Aptamer Hot Start Master Mix (Top-Bio): 10 pl
Primery F a R: 0,8 pul
Voda: 7.4l
Genomova DNA: 1 ul

Teplotni profily pro exony 2, 3,4, 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 16:

1. 94°C 5 min
2. 94°C 30s
3. x°C 30s

- 57°C:exony3,4,5,7,9,12,13
- 61,4°C:exony?2,6,8,11,16

- 65°C:exon 10

- 62,5°C: exon 14

72 °C 1 min (opakovani kroki 2 az 4 celkem 35x)
5. 72°C 10 min
4°C

Teplotni profil pro exon 15:

1. 94°C 2 min

2. 94°C 15s

3. 53,5°C 15s

4. 72°C 30s  (opakovani krokd 2 az 4 celkem 35x)
5. 72°C 5 min

6. 4°C

3.3.2 Primery a podminky PCR pro gen ABCC4
Primery byly navrzeny pro vSechny exony transkriptu ENST00000645237:

primer F (5" — 3"): primer R (5" — 3"):
exon | GTAGCTCTGGGCTCCCTTTG GTAAGGGGTGCAGTCGCTTC
exon 2 AAGCAAAACCCATGGAGGTAG CCAGACAACCTCCTCCAACC
exon 3 GGAGCCCTGGGAGCAATTAG CGCACTCCTCAAGGCTGTAG
exon 4 AGATGAGTGATGAATGTTGCACTT TTGGCCTGATGCAAATAGCAAG
exon 5 GCTGGTGGGGCAGAGAGA TGCCCTGGAAAAATGATACCG
exon 6 GGTCGGATTCTCTTGCGAGT GGTCGGATTCTCTTGCGAGT
exon 7 TGTGTTGTCGGAAGCAAAAGC ACAGTATTTCCATGCCTGTTTGG
exon 8 GTAGTTCCTGGCCACCTCTC GCATTGTCTTTACCGCGCTC
exon 9 TTCCAACCAACTCCCGTGTTC TCCATGCTGCACCCCTAGTC
exon 10 CTGGTAAAAGGGAATGGGCCTT CCATCCTGCATAGTGGTCACA
exon 11 TGTCATGCTTGGCTACTCTGTT TACTGGGAGGACCGCCTTAAA
exon 12 AGATAACGTGCCCTGACTGT CTCACCCAGGAACATGACAACT
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exon 13 GTGTATTGCGTCCTGTGTGAAG CCTTCCCAAGAAAGCCCTATGT

exon 14 TGGTTTTGAGGACCTAGCCG GGGATACAAACAGGTCTTAGAGTC
exon 15 TGTCAACTAGGATTCCGGACC GGGGGCCACCAGACTAAGTA

exon 16 TGGCTGGGTCCAAGGATTAG AGTAGGCAGCCCTCACTTTG

exon 17 GAGCTGGAAGAACTATGCGAGT GATGCCGCGGATCAGACAT

exon 18 GAGTGTAAACTGCGGTGGTCT AACCACAGGGTGGAGATCCG

exon 19 TCTTTTCTGTGCAGTTTCCATTCAG TTGCCTCACAGCAAATGGATTC
exon 20 ACCCACCAACCCTTCCTGATA TCAAACTAACCCTGACGCGA

exon 21 CTTTGTATGGAAAAGCAGTCCCTG TCCACATGCTCTAAGGGACAC
exon 22 GGACGTTTATTTCCAGGCCC CGATTCCGAGAGGAGTCCAAG
exon 23 GTGTGTGGGCCTTCTGGTAA CTACCCAACCTGACACATCGT

exon 24 CATGAGTTCACCACCCCAGT CCTGCTGACAGAGCAACCATA
exon 25 CTCGTCTGTCTCCTGCTTCT TGGAGGGGAAGAGAAGGACT

exon 26 CTCAGATCCTGCAAGCAAAGC TGCTCATAAAAACATGCTCTATTGG
exon 27 GGTATTTTGGAGCACGCTTTGT CACATCCTCAATGATCTCCTGGG
exon 28 AGACTGTGTTTGCTGATGGTGA GGAATCTAGCTCTCCTGGGATAC
exon 29 TCTAAGTGCTCTGTTTGCCCC TAGCACTGAGGGTGTAGTTAAGC
exon 30 TCTATGAAACTGGCTCGGCA TGCCGTTAAGACCCACTCAT

exon 31 AGAAACCCTCATGCAGACGC GGCACAAAACCTGATAGACGG

Mix pro PCR reakci exonu 4:

Aptamer Hot Start Master Mix: 10 pl
Primery F a R: 0,8 ul
DMSO 1l
Voda: 6,4 ul
Genomova DNA: 1l

Teplotni profily pro jednotlivé exony:

1. 94°C 5 min
2. 94°C 30s
3. x°C 30s

- 553°C:exony3,5,6,8,10, 11,12, 13, 14, 15, 17, 21, 22, 23, 25,27, 28
- 60,7 °C: exon2

- 62,4°C:exon4

- 64°C:exony9, 19, 24, 26, 30, 31

- 65,1 °C: exony 7

- 66,3 °C: exony 1

- 66,7 °C: exony 16, 18, 20, 29

72 °C 1 min (opakovani kroki 2 az 4 celkem 35x)
5. 72°C 10 min
4°C

3.3.3 Primery a podminky PCR pro gen SLC22412
Primery byly navrzeny pro vSechny exony transkriptu ENST00000377574:

primer F (5" — 3"): primer R (5" — 3"):
exon 1 CCTCACGCGGCCTCAGGGCCCAGTT GGGTCCCTCCCAGGACTGGACCTTT
exon 2 CCCTCACTGTTCCACAGGGTCTTGCTCT CCAGCAAGTAGGGCGCTTTCTAGACTTG
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exony 3 a4 CATAGGGTGGGCTCTAGGTGTTCCAGAG GGAGAGTGGGCAGGATCTCCTCTGAGGA

exony 5a6 GCCAGGCACTGGGGGCCACAGGCAAT CCGTGTGCCAGCGAGAGCCCCGATT
exon 7 GCCCCCACCGCCCATTGTTCC CTCCGGCAGCCTCCTTCCTACCAG

exon 8 GCTGAAGGGAGCCCTCATCTGATCTTGG TAGGTCTGGGAGAAGCCAGTCCTGCCTG
exon 9 GCCTGGCCCGGCGTGCAGGATCAA GCCTCTGCTTCCGCCTCTGTCAA

exon 10 CTGGGCCCCCGAGAGCA GGGGCCCCTTGGACTGTGAG

Primery pro exony 1, 2, 5a 6, 7, 8, 10 navic obsahuji pfesahujici konce (tzv. overhangs), které maji
sekvenci univerzalnich primert T7 (5" — 3": AATACGACTCACTATAG)aRP (5" — 3":
GAAACAGCTATGACCATQG). Z toho ditvodu byly pro sekvenovani pouzivany primery T7 a RP.

Mix pro PCR reakce exonti 3 a 4, 9:
LA Hot Start Master Mix (Top-Bio): 12,5 ul

Primery F a R: 1l
Voda: 9,5ul
Genomova DNA: 1l

Teplotni profily pro exony 1,2,3a4,526,7,8,9, 10:

1. 94°C 5 min
2. 94°C 30s
3. x°C 30s
- 62° C:exony3a4,9
- 64°C:exonl
- 66°C:exony2,5a6,7,8,10
72 °C 1 min (opakovani krokd 2 az 4 celkem 35x)
72 °C 10 min
4°C

3.3.4 Primery a podminky PCR pro gen SLC2A49
Z vySettovanych gent se pouze SLC249 vyznamné lisi ve dvou transkriptech:
e ENST00000264784, obsahuje 12 exon
e ENSTO00000506583, obsahuje 10 exont (chybi exony 1 a 2, navic se liSi exon 3 od
exonu 3 z transkriptu ENST00000264784)
Byly navrzeny primery pro 12 exoni transkriptu ENST00000264784 a dale pro exon 3 transkriptu
ENST00000506583 (zde oznaCovan jako exon 3 varianta 2).

primer F (5" — 3"): primer R (5" — 3"):
exon 1 TTTGGACTGTTTCATTGCTGT CCCAGATCCCCCAGCTACAC
exon 2 CTTGCGTCTCTTCTCTCTGTC GAGTGGGGGCTAATCTCTGTC
exon 3 GCCAATGAGATAAAGCTCAAA CCTTTGGGCATTTGAATCTCT
exon 4 GTGCCTGAGTCTTGCTCTACT AGAGTTCCAGCATCCTTGGTC
exon 5 TTGTGCTAAGTGCTGGGAAA TAAGAGGCTTGAATACCAGAA
exon 6 AGTTCCTTCCCTCAGCCTTTG CCCTATGATACCCAGCCCAGT
exon 7 TAAGGTGTGTGGCTAGGAGGT ACAGCATAGAGTTTGTGGCAAT
exon 8 CACCTTGGGACTCTGAGTTTA TGTGCCTTAAAGGACCTTATG
exon 9 GTCTCAGGGTCAAAGCCGGTT CCCCAAAACGATGAAGCCAGA
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exon 10
exon 11
exon 12

GGGGACATCAAGTGACCTGTC
TGGGGGGGTTCTAAAGTGTG
TGGTGTTTTGTCTAGGAGTAT

exon 3 varianta2 CTGTGTCCTATCCTGGCATCC

Teplotni profily pro jednotlivé exony:

1. 94°C

2. 94°C

3. 58°C
72 °C
72 °C
4°C

5 min
30s
30s
58 °C: exony 1, 2, 10

ATCCCCAGTCAGGCTTTGCTT
TCCAGTTGAGAGGAGAGAGATC
ATAGAAGAACGCTGGGTCTAC
CTGCTGCTCACTCTTTTCTCT

62 °C: exony 3,4, 5, 6,7, 8, exon 3 varianta 2

64 °C: exon 12
66 °C: exony 9, 11

1 min (opakovani kroki 2 az 4 celkem 35x)

10 min

3.3.5 Primery a podminky PCR pro gen SLC22A411
Primery byly navrzeny pro v§echny exony transkriptu ENST00000301891:

exon 1
exon 2
exony 3 a4
exon 5
exon 6
exon 7
exon 8
exon 9
exon 10

primer F (5" — 3"):

GGACTGAGGGACTGACTCAACT

CTCTACCTCTGTGACCTGGC
CAAGAAGGAGGAGCTGGCTG
TTATTCTGAAACCGCTGGGGAC
AGAGTGAAGATGGGGTCGGA
GTGTGTGAAGGGATGGTGGA
CTATGCTCTGTCCCCCAACC
GAGAAGCCCTTAAGTTGCCCA
CGGAGAAGCTGGGACTTCAT

Teplotni profil pro jednotlivé exony:

1. 94°C

2. 94°C

3. x°C
72 °C
72 °C
4°C

5 min

30s

30s
61 °C: exony3a4,5,6,8
65°C:exony 1,2,7,9, 10

primer R (5" — 3"):
GGCCCCATCTGTAGACTGATCC
GAAACAGAGGAGGCAGGAGG
CTGCAACACTTAGCCCAGGA
ATGATCCCTCAGTGCACGTCCT
TCCCAGACAGAAATGCACCC
AGAGAGGGATTCCAGGTCCTC
CTGCTTCTGTCTGGGTCGAG
TGATCACTTTCTACCCATGAGAC
GGGGTGAGATTGGAACCCAG

1 min (opakovani kroki 2 az 4 celkem 35x)

10 min

3.3.6 Primery a podminky PCR pro gen SLC22413
Primery byly navrzeny pro vSechny exony transkriptu ENST00000311856:

exon 1
exony 2 a3

exon 4

primer F (5" — 3):
AGCAAGTTCCCAGAGCCAAG
GACAGGTGGTGTAGGGCTTG
TCCCCCTTATGCCCCTTACA

primer R (5" — 3"):
ACCAGCAAAAGGACAAGCCT
CCAGTGCGACCACTTCAGAT
AACCCCACCACAACACAACT
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exony 5a6 GTGTGGGGTTCAGTTTGCAC GAGACCATCCCAGCCAAACA
exon 7 TGCTGTGACTGCTGACCAAG CGGGAAGCCTTTACTCCTGG
exon 8 TTCTGCTTCCAGGAGTAAAGGC GCAAGCTAAGTAGACCTGGGC
exony 9 a 10 GTCTGGACTCTCCCGAGGAA CAGATTGTGGTGTCCTGCCT

Teplotni profil pro jednotlivé exony:

1. 94°C 5 min
2. 94°C 30s
3. x°C 30s
- 62°C:exony 1,4
- 64°C:exony2a3,5a6,7,8,9a10
72 °C 1 min (opakovani krokti 2 az 4 celkem 35x)
72 °C 10 min
4°C

3.3.7 Primery a podminky PCR pro gen SLC17A41
Primery byly navrzeny pro vSechny exony transkriptu ENST00000244527:

primer F (5" — 3"):

exon 2 ATGGAGGTGAATGGGCACTG

exon 3 GGGCTCCAAATTTCTGAATGTCC
exony4as GGGGAGCTACTTTCCATGAGG

exon 6 AGCATTCTTGCTATGAAGATGAGAG
exony 7 a8 GAGGGGTCCCTGTGGATAAAAG
exony 9 a 10 GGTAATGTGGTCCCAGCAGTAAT
exon 11 AACGCCAACCTTTCTGACTCT

exon 12 ATGATGACGTTTTCGGCTATGT

Teplotni profil pro jednotlivé exony:

1. 94°C 5 min
2. 94°C 30s
3. x°C 30s
- 59°C:exony3,9al0
- 60°C:exon6
- 62° :exony2,4a5,7a8,11,12
72 °C
5. 72°C 10 min
4°C

primer R (5" — 3"):
GTCCAAGAATGCAGGGACTCA
AGAAGGATTTACACAACAAGCCC
TGATTTCCAAAGCCCTTGACC
TCTCTTTCACTCAGTGGAGTTCA
TGCGACTAGGGTCGTTAGAGA
GCTAAGTGTGTGAGGTAATGCA
TCCTTCTGGCATCTTCTCTGC
ATGATGACGTTTTCGGCTATGT

1 min (opakovani kroki 2 az 4 celkem 35x)

3.3.8 Primery a podminky PCR pro gen SLC17A43
Primery byly navrzeny pro vSechny exony transkriptu ENST00000397060:

primer F (5" — 3):

exon 2 ACTGGCACACCAAGAGCAC
exon 3 CAGAACCCCCGAGATCAA
exony4as TTGAAAGCAAGCAAAAGGTC
exon 6 TGCTCGTCTCCTTATGGTTT
exon 7 GTGTGGTGCCACTTCTAGGC

primer R (5" — 3"):
GCAATCACAAGCAGGACA
TCCAAGCAAATAAACAGCAA
CATTGAGCAGATGATGAGGA
AGGCAGGAGAACTTCCAAA
CCAGATTTAAGGCCTCAAGA
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exon 8

exony 9 a 10

exon 11
exon 12

CATCTGTCGGATTTACCGTT
GTTGTGGTCTCACTGCCTTT
GGGGAAGAACCACAGATAGACC
AGCCACTTTCAGGAAATGAA

Teplotni profil pro jednotlivé exony:

1.
2.
3.

94 °C
94 °C
x °C
72 °C
72 °C
4°C

5 min

30s

30s
51,2 °C: exon 3
58 °C:exony4 a5, 6
62 °C: exony 8a 12
63 °C: exony 9a 10, 11
65,5 °C: exony 2, 7

TGGAATGATTAGTGAGGGCA
TGTGGTTCTTCCCCTATGGT
ATTGCCCAAAACATAGCAGGTTG
CCATCCAAGGTGGGATAACT

1 min (opakovani krokti 2 az 4 celkem 35x)

10 min

3.3.9 Primery a podminky PCR pro gen SLC22A46
Primery byly navrzeny pro vSechny exony transkriptu ENST00000377871:

exon 1
exon 2
exon 3

exon 4

exony Sa6

exony 7 a8

exon 9

exon 10

primer F (5" — 3):
CTCCAGCGAAGGACAGCAG
CAAGATGGGAAGATGGGGGC
CTACAGCACCAGCCTCATACT
CATCACCCTGGCACTCAACT
GCCTCGTGGTCCTAGAGAGA
TAGCCAAGGCAGATTCCAGC
GAGAGGAGGTACCGGGAGTG
CTCTGTGTCCCTTTGTCCCC

Teplotni profil pro jednotlivé exony:

1.
2.
3.

94 °C
94 °C
x °C
72 °C
72 °C
4°C

5 min

30s

30s
62 °C:exony 1,2,3,4,5a6,9
63,2 °C: exony 7 a §, 10

primer R (5" — 3"):
GGGTCCATGTCACCCTCTTC
GGGAGGAGGGGAGACTTGTA
TGTTCTATTGGCAGGAAGGTGA
ACACAGAGGCATTGGACTGG
CCCTAGTGTGGGGTTACTGC
TGAGGTGTGTACTCAGTGGC
CTCAGCTATGCCTGGACACC
CTTCCTCCTCCTTGTGTGGG

1 min (opakovani kroki 2 az 4 celkem 35x)

10 min

3.3.10 Primery a podminky PCR pro gen SLC22A48
Primery byly navrzeny pro v§echny exony transkriptu ENST00000336232:

exon 1

exon 2

primer F (5" — 3"):
ACGCACTACCAGGCACAAATA
CCGAAGAGCCACAGACAAAC

primer R (5" — 3"):
AGACCCCAGCCTCCTCTG
GATTCCAGTTGTAAGGGCTTTG
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exon 3 CTGAGGCGGATGTAGAGGAG

exon 4 GAGTCCTATCGCCTTGAGCC
exon 5 GAGAACACTGGAATTTGTGCTG
exon 6 GGCTCACAGCCTATACCACATC
exon 7 TGGCACAAGAAGTGAAGCTATT
exon 8 CAGCTTTAAGTTTGGATCTGAGC
exony 9 a 10 ACACAGGTCAGGTGGGACTGT

AGAGTGTCAGGTCCAGGGTAAG
ATCCCGTCCACCTCCACTTA
CTAGTGGGCAGGACGAAGAG
CCAGGAGAGGGGATTCTCTG
CACAGTGACTTAGAGGCAGAGC
GAGTAGGGATTGGTAGCCTGTG
ATATGGGGCCTCCCTATACTCCTA

Teplotni profil pro jednotlivé exony:

1. 94°C 5 min
2. 94°C 30s
3. x°C 30s

- 54°C:exon4

- 55,6°C:exony9al0
- 59,3°C:exonyl1,2,3,6
- 61,8°C:exon 3, 8

- 66°C:exon7
72 °C 1 min (opakovani krokti 2 az 4 celkem 35x)
72 °C 10 min

4°C

3.4 Sekvenovani

K analyze PCR produktt jsme pouZzivali kapilarni sekvenator Applied Biosystems
3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Tento pfistroj vyuziva metodu Sangerova
sekvenovani, kterou zvetejnil v roce 1977 Frederick Sanger a jeho tym (Sanger et al. 1977).
Principem této metody je, Zze do reak¢ni smési primerti a DNA polymerazy jsou ptidany
kromé standardnich nukleovych bazi (deoxyribonukleotidtrifostatil) i pozménéné
dideoxyribonukleotidtrifosfaty. Tyto modifikované nukleotidy neobsahuji na rozdil od
béznych nukleovych bazi 3’OH skupinu, ktera je potteba k vytvoteni dalsi fosfodiesterové
vazby, coz vede k zastav€ elongace feté¢zce DNA. Vznikaji rizné dlouhé fragmenty, které
jsou ukonceny znacenymi dideoxyribonukleotidtrifostaty. Sekvence DNA je ur¢ena analyzou
téchto fragmenti pomoci kapilarni elektroforézy v sekvenatoru.

Pro sekvenacni reakci jsme pouzivali komerc¢ni kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) a postupovali jsme podle nadvodu od vyrobce. Tento kit
obsahuje vSechny slozky, které jsou nutné pro Sangerovo sekvenovani, s vyjimkou PCR
produktl a sekvenacnich primerti. Experimentalné jsme zjistili, jestli je pro dany PCR produkt
lepsi pouzivat primer F nebo primer R. Pokud byl PCR produkt del$i nez 700 parh bazi nebo
pokud jsme potfebovali ovérit pritomnost vzacné genetické varianty, tak jsme pouzivali oba
primery ve dvou sekvenac¢nich reakcich.

Sekvenacni produkty je tfeba ocistit od zbytkd primerd, nukleotidd, barviv a dalSich
necistot, k ¢emuz jsme pouZzivali komer¢ni desticky CentriPure Dye Terminator - 96-well

plates (Genaxxon bioscience). Tyto desticky obsahuji dextranovy gel, ktery zachytava
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necistoty a propousti pouze vodu a sekvenacni produkty. Postupovali jsme podle navodu
vyrobce.
Takto precisténé sekvenacni produkty jiz bylo mozné analyzovat v sekvenatoru

Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer s elektroforetickymi kapildrami o délce 50 cm.

3.5 Hodnoceni nalezenych variant
Sekvence jsme analyzovali pomoci softwaru Lasergene (DNASTAR), ktery umoziuje
porovnat analyzované sekvence s referencnimi sekvencemi daného tseku.
Genetické varianty 1ze obecné rozd¢lit na (Eichler 2019; Howe et al. 2021):
A. Jednonukleotidové varianty (single-nucleotide variants, SNV)
Mohou byt ozna¢ovany také jako jednonukleotidové polymorfismy (single-nucleotide
polymorphism, SNP), pokud je zndmo, Ze se vyskytuji alespon u 1 % jedinct
v populaci.
Tyto substituce jednoho paru bazi lze déale rozd¢lit na:
1. SNV vyskytujici se v nekodujici oblasti genu
Nékteré SNV v intronu mohou vést k alternativnimu sestiihu.
2. SNV vyskytujici se v kodujici oblasti genu:
a. Nesynonymni SNV
i. Missense zdmény (vedou k zdmén¢ aminokyseliny)
ii. Nonsense zdmény (vedou ke vzniku nového stop kodonu)
b. Synonymni SNV (nedochézi k zaméné aminokyseliny)
B. Kratké inzerce a delece (délka 1 az 49 bp)
C. Strukturni variace (rozsahl¢, délka nad 50 bp)

1. Inzerce
2. Delece
3. Inverze

4. Variabilita poctu kopii (copy number variation, CNV)

U gent kddujicich urdtoveé transportéry jsme nachéazeli predevsim jednonukleotidové
varianty (pfevazné intronové, synonymni a nesynonymni missense zameény) a kratké delece.
Genetické varianty pfitomné v analyzovanych sekvencich jsme urcovali s vyuzitim databaze
NCBI - National Center for Biotechnology Information (Agarwala et al. 2018). Po zadani
sekvence lze vyhledat pfesnou pozici varianty v daném genu, v¢etné jejiho identifika¢niho

kodu a dalSich informaci. Podrobnéjsi informace k variantdm lze dohledat naptiklad v
databazi Ensembl (Howe et al. 2021).

3.5.1 Urceni minoritni alelické frekvence
U jednotlivych variant jsme pocitali minoritni alelickou frekvenci (MAF) v kohortg,
kterou jsme porovnali s udaji v databazich, ve kterych 1ze najit MAF pro jednotlivé populace

(naptiklad pro evropskou populaci), stejn€ jako souhrnnou celosvétovou MAF. Mezi tyto
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databaze patii napiiklad Ensembl (Howe et al. 2021) nebo NCBI dbSNP (Agarwala et al.
2018), které sdruzuji data z riznych zdrojt (jako je EXAC, 1000Genomes, gnomAD, NHLBI
Exome Sequencing Project). V ptipad¢ vybranych variant jsme MAF v kohort¢ pacienti se
dnou a hyperurikémii porovnali s MAF v kontrolni kohorté z bézné populace (viz kapitola 3.6

Vysetteni u kontrolni skupiny z bézné populace).

3.5.2 Predikce funkéniho dopadu variant

Predikéni programy jsme pouzivali predevsim k analyze variant, které zatim nebyly
uvedeny v dostupnych genetickych databazich nebo u kterych nebyly v literatuie nalezeny
z4dné podrobnosti ani zaveéry z funkénich studii. Tyto programy se zamétuji na odhad
funkcnosti proteinu se zaménénou aminokyselinou, slouzi tedy k analyze nesynonymnich
jednonukleotidovych variant. Patfi mezi n€ naptiklad PolyPhen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), Provean (http://provean.jcvi.org/index.php), SIFT
(https://sift.bii.a-star.edu.sg/), Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/) ¢i MutPred
(http://mutpred.mutdb.org/). Tyto programy pfifazuji k variantam skére a slovni hodnocent,
zda se jedna o variantu benigni, nebo poskozujici (zptisobujici onemocnéni). K hodnoceni
mozného dopadu varianty na sestiih proteinu lze pouzit naptiklad program Human Splicing
Finder (www.umd.be/HSF3) ¢i Splice Site Prediction
(https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

3.5.3 Porovnani alelické frekvence ve vySetfované kohorté a v evropské populaci
Pro hodnoceni genetickych variant jsme piedpokladali nulovou hypotézu, Ze nase data

(tedy alelicka frekvence variant) v kohorté¢ jedinct s hyperurikémii a dnou vznikla vybérem

z evropské populace, ktera je definovéna alelickymi frekvencemi pro jednotlivé genetické
varianty. Pomoci binomického testu jsme tedy u jednotlivych variant zjistovali, zda by mohly
byt rozdily mezi alelickou frekvenci v nasi kohort€ a alelickou frekvenci v evropské populaci
vétsi, neZ jaké by se daly cekat v diisledku ndhodné variability. Za statisticky vyznamnou
jsme povazovali p-hodnotu < 0,0005, kterou jsme na zéklad¢ vysledki binomického testu

stanovovali pomoci oboustranného Z-testu.

3.5.4 Topologické modely

Nékteré polymorfismy se mohou vyskytovat v oblastech polypeptidového fetézce,
které jsou dulezité pro transportni funkci proteinu. Jedna se naptiklad o ATP-vazebné domény
ABC proteinti ¢i oblasti Casté fosforylace. Lokalizace nesynonymni varianty ve funkéné
vyznamném misté mize naznacit negativni dopad na funkci proteinu. Zajimalo nas tedy
umisténi identifikovanych alelickych variant ve struktufe konkrétniho proteinu, pro coz jsme
pouzili program TOPO2, neboli Transmembrane protein display software (Johns 2021).
K vytvoteni pfedpokladané sekundarni struktury je tieba v tomto programu zadat veskera

vstupni data tykajici se dané¢ho proteinu, tedy aminokyselinovou sekvenci, umisténi N-konce
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proteinu (intracelularn€ nebo extracelularné), typ a pocet jednotlivych domén vcéetné
prislusnych aminokyselin — tyto informace jsme ziskali z vefejné piistupné databaze UniProt
a v ptipadé nejasnosti také z odborné literatury vénované ptislusSnym proteintim (Bateman et
al. 2021). Pomoci programu TOPO?2 lze barevn¢ odlisit pozadované oblasti, cehoz jsme
vyuzili ke znazornéni identifikovanych alelickych variant a ATP-vazebné domény.

3.5.6 Funk¢éni studie

U proteind, které¢ maji v disledku alelické varianty pozménény aminokyselinovy
fetézec, 1ze vliv na transport kyseliny mocové castecné odhadnout pomoci vyse uvedenych
predik¢nich programt. Mnohem piesnéjsi odpoveéd’ vSak pfinaseji funkeni studie zaméiené na
miru exprese proteinu a schopnost prenosu uratu, které¢ u vybranych variant provadéli nasi
kolegové z Katedry bunééné biologie Piirodovédecké fakulty UK a z Odd¢€leni farmacie
Tokijské univerzity. V genu ABCG2 se zaméfili na deleci p.K360del (rs750972998) a na
vzacné nesynonymni varianty p.R147W (rs372192400), p. T153M (rs753759474), p.F373C
(rs752626614), p.TA21A (rs199854112), p.T434M (rs769734146), p.S476P, p.S572R
(rs200894058) a p.D620N (rs34783571) (Toyoda et al. 2019) (viz Ptiloha 4). V genu SLC249
byly zkoumany nesynonymni varianty p.A17T (rs6820230), p.G25R (rs2276961), p.T275M
(rs112404957), p.D281H (rs73225891), p.V2821 (rs16890979), p.R294H (rs3733591) a
p.P350L (rs2280205) (Hurba et al. 2014).

3.6 Vysetieni u kontrolni kohorty

U kontrolni kohorty z b&zné populace jsme vySetfovali pfitomnost vybranych variant,
které jiz byly detekovany sekvenovanim u pacientt s primarni hyperurikémii a dnou.
Zamg¢tovali jsme se predevs§im na €asté 1 vzacné nesynonymni varianty v genu ABCG2 a
vzéacné varianty v dalSich genech:

e Gen ABCG2: varianty p.VI12M (rs2231137), p.Q141K (rs2231142), p.R147TW
(rs372192400), p.T153M (rs753759474), p.F373C (rs752626614), p.TA21A
(rs199854112), p.T434M (rs769734146), p.S476P, p.S572R (rs200894058) a
p-D620N (rs34783571)

o Gen SLC22A411: varianty p.V202M (rs201209258) a p.R343L (rs75933978)

o Gen SLC22A413: varianty p.R16H (rs72542450) a p.R102H (rs113229654)

e Gen SLC22A46: varianta p.P104L (rs11568627)

o Gen SLC22A48: varianty p.R149C (rs45566039), p.V448I (rs11568486) a p.R513Q
(rs145474422)

Vsechny uvedené varianty byly s vyjimkou p.D620N vySetieny metodou tetra-primer ARMS-
PCR. Pro analyzu p.D620N byla pouzita metoda RFLP-PCR, jelikoZ se ndm u této varianty
nepodafilo optimalizovat podminky tetra-primer ARMS-PCR reakce.
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3.6.1 Metoda tetra-primer ARMS-PCR

Metoda tetra-primer ARMS-PCR (amplifikacni refrakterni mutacni systém,
amplification refractory mutation systém, ARMS) byla pfevzata z ¢lanku s ndzvem ,,An
efficient procedure for genotyping single nucleotidepolymorphisms* (Ye et al. 2001). Tato
metoda umoziuje amplifikovat obé varianty dané alely v jedné PCR reakci. V reakéni smési
se pouzivaji dva pary primert, které¢ jsme pro vybrané nesynonymni varianty navrhli pomoci
programu PRIMERT1 (http://primerl.soton.ac.uk/primer1.html). Déle jsme provedli gelovou
elektroforézu, pomoci které slo odlisit pfitomnost vySetfované varianty od standardni alely
(tzv. divoky typ, z anglického ,,wild type*, zkratka wt). Podle velikosti PCR produktt a jejich
poctu Ize také rozlisit, jestli je dané varianta homozygotni (dva PCR produkty), nebo
heterozygotni (tfi PCR produkty). Pfi analyze vzorkl z kontrolni populace jsme zaroven vzdy

vySettovali vzorek od pacienta s pfislusnou variantou.

3.6.2 Metoda RFLP-PCR

Metoda RFLP-PCR (polymorfismus délky restrikénich fragmentt, restriction fragment
length polymorphism, RFLP) je zalozena na pouziti restrikéni endonukledzy k detekci
jednonukleotidovych variant nebo kratkych deleci a inzerci. Je tfeba vybrat takovy restrikéni
enzym, aby se jim rozpoznavand sekvence nachédzela v misté vyskytu dané varianty a aby §lo
Stépenim od sebe odlisit standardni alelu od varianty.

Tuto metodu jsme pouzili pro analyzu varianty p.D620N, ktera se nachazi v exonu 16
genu ABCG2. Nejprve bylo nutné provést amplifikaci exonu 16 pomoci specifickych primerd.
Pro $tépeni PCR produktl jsme pouzivali enzym Mbo 1, jehoz restrikéni mista jsou:

5...YGATC...3'

3°...CTAGA...5

K analyze fragmentl byla pouZita gelova elektroforéza. Pro kontrolu byl analyzovan i

vzorek DNA od pacienta s variantou p.D620N.

3.7 Vyseti‘eni komplementarni DNA

Komplementarni DNA (cDNA) jsme vysetfovali v pfipadech, kdy nebylo mozné
sekvenovanim genomové DNA s jistotou rozpoznat genetickou variantu, typicky se to stavalo
pti vyskytu deleci a inzerci a v genech SLC22412, SLC249 a ABCG2. Vysetfeni jsme
pouzivali 1 u variant lokalizovanych v exon-intronovych rozhranich k posouzeni mozného
dopadu na sestfih proteinu. Komplementarni DNA, kterd vznika reverzni transkripci, jsme
mohli timto zplisobem vySetfit pouze u genti kodujicich proteiny, které jsou exprimovany
v krvi (protein URAT1 kodovany genem SLC22412 je exprimovan vyhradné v ledvinach).
Pro PCR a sekvenovani cDNA genli SLC249 a ABCG?2 jsme navrhli primery obdobnym
zpiisobem jako primery pro jednotlivé exony.

Nejprve bylo tfeba izolovat RNA z periferni krve, k ¢emuz jsme pouzivali dva rizné
kity. Prvnim kitem byl PAXgene Blood RNA Kits (Qiagen), jehoz soucasti jsou specialni

44



zkumavky pro odbér krve PAXgene Blood RNA Tubes (Qiagen), které stabilizuji bunécnou
RNA. Postupovali jsme podle navodu vyrobce. Principem metody je selektivni vazba RNA na
kfemic¢itou membranu. Druhym pouzivanym kitem byl Hybrid-R Blood RNA (GeneAll),
ktery je zaloZeny na stabilizaci a lyze bun¢k pomoci specialniho roztoku a nasledné na vazbé
RNA na specialni membranu se sklenénymi vlakny. Opét jsme postupovali podle ptilozeného
navodu. Kit Hybrid-R Blood RNA ma v porovnani s kitem PAXgene Blood RNA Kits nizsi
vytézek, jelikoz je RNA izolovana z mensiho objemu krve. Mezi jeho vyhody vSak patii
rychlejsi izolace a moznost izolovat RNA z krve odebrané do bézn¢ pouzivanych typii
zkumavek.

Po izolaci RNA néasledoval jeji piepis do cDNA, k ¢emuz jsme pouzivali komercni kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems). Do doby nésledné

analyzy pomoci PCR amplifikace a sekvenovani jsme cDNA uchovavali pfi teploté -20 °C.
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4. Vysledky

4.1 Charakteristika kohorty

Ve vysetiované kohort¢ bylo zarazeno celkem 250 pacientil, z toho 68 jedincii s
primarni hyperurikémii a 182 jedincti s primarni dnou. Diagnostika probéhla dle
klasifika¢nich kritérii definovanych nasledujicimi odbornymi organizacemi: American
College of Rheumatology (ACR) Board of Directors, the European League Against
Rheumatism (EULAR) Executive Committee (Neogi et al. 2015).

Zen bylo v této kohort& 36 (konkrétné 20 pacientek s primarni hyperurikémii a 16
pacientek s primarni dnou) a muzii bylo ve vysetfované kohorté 214 (konkrétné 48 pacientli
s primarni hyperurikémii a 166 pacientd s primarni dnou). Pokud jde o komorbidity, tak se u
14 jedinct vyskytovalo nefrologické onemocnéni, u 28 pacientii diabetes mellitus, u Sesti lidi
psoriaza a u dvou pacientti maligni onemocnéni. Hypertenze byla zjisténa u 98 jedinct. U 97
pacientil se v rodinné anamnéze vyskytovala dna. V okamziku zatazeni do kohorty bylo

1é¢eno alopurinolem 175 pacientti, febuxostatem 17 jedinct a bez urikostatické 1écby bylo 58

pacientil. Dalsi charakteristika kohorty je uvedena v nasledujici tabulce.

Tabulka 4.1 - Zakladni klinicka a biochemické charakteristika kohorty

referencni hodnoty median mterkvalv'tlrlove rozsah hodnot
rozpeti
vék prvnlh.o flal.ezu 40 28 6_ 84
hyperurikémie
vek prvnich 41,5 25,25 684
priznakii dny
BMI norma 18,5 — 25 28,62 5,86 15,95 - 50,01
ky§elina moréf)vé V| détiod 1 rokudo 15 let 454 120,5 103 — 683
séru (bez 1é¢by) 120 — 340 pmol/l
kvselina mocova v zeny 120 — 340 pmol/l
yséru (s 16¢bou) muzi 120 — 420 pmol/l 374 134,25 163 — 808
.. , zeny 60 — 100 pmol/1 B
kreatinin v séru muzi 70 — 110 pmol/l 82 21 26 —226
‘. . zeny 2,5 — 6,7 mmol/l B
mocovina v séru muzi 3.2 — 7.4 mmol/l 5,1 2,1 2,1 -83
frakéni exkrece Zeny 6 —20 %

Kyseliny mocové muzi 6 — 12 % 3,51 174 0,75 -36,01
C-reaktivni protein 0-5mg/l 2,58 4,68 0,16 — 2244
glukéza v séru 3,9 — 5,9 mmol/l 5,3 0,85 3,3-9,6

bilirubin 2,0 — 17,0 umol/1 11,35 6,83 44-3238

N . zeny 0,7 — 2,1 pkat/l B
alkalicka fosfataza mui 0.9 — 2.2 ukat/l 1,33 0,53 0,67-17,19
vapnik v séru 2,10 — 2,55 mmol/l 2,45 0,15 1,94 — 2,81
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fosfor v séru 0,74 — 1,52 mmol/l 1,12 0,28 0,68 — 1,92
HDL-cholesterol | 2™ 1,2~ 2.7 mmoll 1,25 0,35 0,61 — 6,08
muzi 1 — 2,1 mmol/l
LDL-cholesterol 1,2 — 3 mmol/l 2,95 1,27 0,09 -5.,6
vitamin D 75 — 250 nmol/l 46,35 30,58 11-130

V tabulce je u vybranych klinickych a biochemickych parametri uveden median a také

interkvartilové rozpéti, které charakterizuje miru variability. Znacné rozdily jsou patrné

v hodnotach kyseliny mocové v zavislosti na urikostatické 1é¢bé, ktera byla u pacientti na 72

hodin pferusena pro vylouceni vzacnych enzymopatii vedoucich k nadprodukci kyseliny

mocové (podrobnosti jsou uvedené v kapitole 3.1.1. Kohorta pacientd s primarni

hyperurikémii a dnou). Z vysledkl dale vyplyva, ze medidny frakéni exkrece kyseliny

mocove a vitaminu D jsou niZ8i nezZ referencni rozmezi.

4.2 Geny uratovych transportériu

4.2.1 Gen ABCG2
Ve vysetrované kohorté se vyskytovaly dvé ¢asté nesynonymni varianty p.V12M (rs2231137)

ap.Ql41K (rs2231142). Kromé toho jsme detekovali také osm vzacnych nesynonymnich
variant: p.R147W (rs372192400), p.T153M (rs753759474), p.F373C (rs752626614),
p-T421A (rs199854112), p.T434M (rs769734146), p.S476P, p.S572R (rs200894058) a
p.D620N (rs34783571). Varianta p.S476P neni doposud uvedend v databazich Ensembl a
NCBI. V kédujici ¢asti genu jsme déle nasli tfibdzovou deleci p.K360del (rs750972998) a dvé
synonymni varianty p.S65S (75s369630458) a p.E366E (rs35622453). V intronech jsme
detekovali 19 variant, z toho 16 jednonukleotidovych zamén, dvé kratké delece a jednu
kratkou inzerci. Jednonukleotidova zdména c.689+1G>A (rs757389397) pravdépodobné vede

vzhledem ke svému umisténi (prvni baze vedle exonu) k alternativnimu sesttihu.

Tabulka 4.2 - Vysledky sekvenovani genu ABCG2

e . Alelicka Alelicka | Alelicka | Pocet jedinci:
Referenéni Zména frekvence .

e « L e L, frekvence | frekvence | wild type /
oznaceni Zména kodujici sekvence | proteinové v ‘. wr ;
variant sekvence | evropské ve svetove v nasi heterozygotni

y pSke populaci | kohorté |/homozygotni
populaci

rs2231137 c.34G>A p.VI12M 0,061 0,158 0,018 241/9/0

rs2231142 c.421C>A p.Q141K 0,094 0,119 0,238 147/87/16
rs372192400 c.439C>T p.R147W < 0,001 <0,001 0,002 249/1/0
rs753759474 c.458C>T p.T153M < 0,001 < 0,001 0,002 249/1/0
rs750972998 c.1079 1081delAGA p.K360del | < 0,001 <0,001 0,002 249/1/0
rs752626614 c.1118T>G p.F373C < 0,001 <0,001 0,002 249/1/0
rs199854112 c.1261A>G p.T421A < 0,001 < 0,001 0,002 249/1/0
rs769734146 c.1301C>T p.T434M < 0,001 < 0,001 0,004 248 /2/0
N/A c.1426T>C p.S476P N/A N/A 0,002 249/1/0
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rs200894058 c.1714A>C p.S572R <0,001 <0,001 0,002 249/1/0
rs34783571 c.1858G>A p-D620N 0,004 0,003 0,004 248/2/0
r$369630458 c.195G>A p-S65S < 0,001 <0,001 0,002 249/1/0
rs35622453 c.1098G>A p-E366E 0,008 0,014 0,002 249/1/0
rs4148152 c.203+36A>G -——— 0,061 0,155 0,018 241/9/0
rs2231138 c.263+10A>G -——— 0,044 0,091 0,02 240/10/0
rs5860119 c.263+71 263+72insT -——— 0,014 0,033 0,006 247/3/0
rs3219193 c.264-712G>A -——— 0,004 0,001 0,002 249/1/0
rs2231144 c.532-16A>G -——— 0,019 0,14 0,01 245/5/0
rs757389397 c.689+1G>A -——— < 0,001 <0,001 0,002 249/1/0
r$529343441 | ¢.689+67 689+69delGGG ——= 0,004 0,001 0,002 249/1/0
rs753256449 | ¢.690-19 690-17delTGT -——— < 0,001 <0,001 0,002 249/1/0
rs185332632 c.842-84T>G -——— 0,007 0,002 0,002 249/1/0
rs2231148 c.1195-60A>T _—— 0,401 0,219 0,194 166/71/13
rs2231153 c.1367+20G>A -——— 0,945 0,672 0,978 0/11/239
rs2231156 c.1492+49G>T -——— 0,073 0,101 0,172 172/70/8
rs2231155 c.1492+38G>A ——— 0,006 0,054 0,006 247/3/0
rs199473697 c.1492+137G>T ——— 0,003 0,003 0,002 249/1/0
rs6413443 ¢.1492+77T>C ——— 0,008 0,002 0,002 249/1/0
rs2231157 ¢.1647+40T>C ——— 0,439 0,31 0,366 107/103 /40
rs2231162 c.1648-21T>C ——— 0,952 0,758 0,94 9/12/229
rs2231164 c.1738-46G>A ——— 0,872 0,572 0,744 20/88/142
rs2231165 c.1820+110C>T ——— 0,021 0,09 0,006 247/3/0
4.2.1.1 Hodnoceni detekovanych variant
A) Analyza pomoci predikcénich programii
Tabulka 4.3 - Predikce funkéniho dopadu nesynonymnich variant
Refer%nél,li Z’mép’a’ me%na . SIFT PolyPhen MutPred Mutation Provean
oznacent kédujici | proteinové (hodnoceni) | (hodnoceni) | (hodnoceni) Taster (hodnoceni)
varianty sekvence | sekvence (hodnoceni)
rs2231137 | ¢34G>A | p.VI2M benigni benigni benigni benigni benigni
rs2231142 | c.421C>A | p.Ql41K benigni benigni benigni benigni benigni
rs372192400| c.439C>T | p.R147W | poskozujici | poskozujici | poskozujici | poskozujici | poskozujici
rs753759474 | c.458C>T | p.T153M | poskozujici benigni benigni benigni benigni
rs752626614 | c.1118T>G | p.F373C | poskozujici | poskozujici benigni poskozujici | poskozujici
rs199854112 | c.1261A>G | p.T421A benigni benigni benigni benigni benigni
15769734146 | ¢.1301C>T | p.T434M | poskozujici porérli(())zzrlll?ici poskozujici | poskozujici | poskozujici
N/A c.1426T>C | p.S476P | poskozujici | poskozujici | poskozujici | poskozujici | poskozujici
rs200894058 | c.1714A>C | p.S572R | poskozujici | poskozujici | poskozujici | poskozujici | poskozujici
rs34783571 | c.1858G>A| p.D620N benigni benigni benigni poskozujici | poskozujici

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred(MutPred 2021), Mutation Taster a Provean (viz

kapitola 3.5.2 Predikce funk¢éniho dopadu variant). V tabulce je pro prehlednost uvedeno slovni hodnoceni

analyzovanych variant (kazdy program ma vlastni skore).

Na zéklad¢ predikénich programti 1ze za poskozujici pokladat varianty p.R147W, p.F373C,

p.T434M, p.S476P a p.S572R. Dva programy (Mutation Taster a Provean) oznacily za
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poskozujici variantu p.D620N. Programem Provean Ize analyzovat i delece a varianta

p-K360del (rs750972998) byla vyhodnocena jako benigni.

B) Statistickad analyza

Tabulka 4.4 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vySetfované kohort¢

a v evropské populaci

Pravdépodobnost | Pravdépodobnost
Pravdépodobnost | stejného nebo stejného nebo

Retretni | MAF i s | menlio ot | il vinrts

oznacent nast K P 1 jako je porovnani s porovnani s p-hodnota

varianty | kohort¢ pozorovany pocet | pozorovanym pozorovanym

mutantnich alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel

rs2231137 | 0,018 9 0,061 | 0,939 0,00000222 0,00000304 0,99999918 0,000088

rs2231142 | 0,238 | 119 | 0,094 0,06 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs372192400| 0,002 1 |<0,001 1 < 0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs753759474 | 0,002 1 | <0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs750972998 | 0,002 1 |<0,001 1 < 0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs752626614 | 0,002 1 |<0,001 1 < 0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs199854112| 0,002 1 | <0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs769734146 | 0,004 2 | <0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
15200894058 | 0,002 1 | <0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs34783571 | 0,004 2 0,004 | 0,996 0,27121336 0,67667678 0,59453658 1
rs369630458 | 0,002 1 | <0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs35622453 | 0,002 1 0,008 | 0,992 0,07267489 0,09069827 0,98197663 0,209468

rs4148152 | 0,018 9 0,061 | 0,939 0,00000222 0,00000304 0,99999918 0,000088

rs2231138 0,02 10 | 0,044 | 0,956 0,00177621 0,00302992 0,99874629 0,012156

rs5860119 | 0,006 3 0,014 | 0,986 0,05144693 0,08030351 0,97114342 0,182784

rs3219193 | 0,002 1 0,004 | 0,996 0,27066984 0,40546342 0,86520642 0,723142

rs2231144 0,01 5 0,019 | 0,981 0,04752076 0,08645893 0,96106183 0,190102
rs757389397| 0,002 1 |<0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs529343441| 0,002 1 0,004 | 0,996 0,27066984 0,40546342 0,86520642 0,723142
rs753256449 | 0,002 1 |<0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs185332632| 0,002 1 0,007 | 0,993 0,10513396 0,13496197 0,97017199 0,283358

rs2231148 | 0,194 | 97 | 0,401 | 0,599 0,00000001 0,00000001 0,99999999 <0,000001

rs2231153 | 0,978 | 489 | 0,945 | 0,055 0,00014776 0,99991452 0,00023324 0,001698

rs2231156 | 0,172 | 86 | 0,073 | 0,927 < 0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001

rs2231155 | 0,006 3 0,006 | 0,994 0,22471675 0,64723256 0,57748418 1
rs199473697| 0,002 1 0,003 | 0,997 0,33494636 0,55757403 0,77737232 1

rs6413443 0,002 1 0,008 | 0,992 0,07267489 0,09069827 0,98197663 0,209468

rs2231157 | 0,366 | 183 | 0,439 | 0,561 0,00015181 0,00054289 0,99960892 0,001178
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rs2231162 0,94 | 470 | 0,952 0,048 0,03602042 0,12653583 0,90948458 0,249882
rs2231164 0,744 | 372 | 0,872 0,128 < 0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
752231165 0,006 3 0,021 0,979 0,00503274 0,00673483 0,9982979 0,029014

Pocet alel (N) je 500. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tu¢ng).

Seznam zkratek: K = pocet mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské

populace, q = ptedpoklad vyskytu wild type alely

V porovnani s evropskou populaci byla alelické frekvence nésledujicich variant signifikantné
vy$si v kohorté pacientl s hyperurikémii a dnou: p.Q141K (rs2231142), p.R147TW
(rs372192400), p.T153M (rs753759474), p.K360del (rs750972998), p.F373C (rs752626614),
p.-T421A (rs199854112), p.T434M (rs769734146), p.S572R (rs200894058), p.S65S
(rs369630458), c.689+1G>A (rs757389397), c.690-19_690-17delTGT (rs753256449) a
c.1492+49G>T (rs2231156). U nasledujicich variant byla alelicka frekvence naopak
vyznamné niz$i ve vysetfované kohorté nez v evropské populaci: p.V12M (rs2231137),
c.203+36A>G (rs4148152), c.1195-60A>T (rs2231148) a c.1738-46G>A (rs2231164).

C) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.1 - Pfedpokladana sekundarni struktura ABCG2 s detekovanymi variantami

protein ABCG2

| S572R | | D620N |

extracelularni prostor

| T4214 | | Ta34M |

i@ G

plazmatickd membrana

0

S65S

o SR i g
T153M |88 ¢ 3

EEEEETTE

st
55685

cytoplazma

Pozice jednotlivych nesynonymnich missense variant je znazornéna fialove, pozice synonymnich variant je

vyznacena zelené a lokalizace delece je znazornéna modie. Topologicky model byl vytvoien pomoci programu

TOPO2 (Johns 2021).
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Vétsina detekovanych variant se nachdzi v cytoplazmeé pobliz N-konce proteinu, jedna se o
nesynonymni varianty p.VI12M, p.Q141K, p.R147W, p.T153M, p.F373C, déle o deleci
p.K360del a o dvé synonymni varianty p.S65S a p.E366E. Tyto varianty se nachézeji pobliz

funk¢né dulezité domény vazajici nukleotid ATP, ale svou lokalizaci do ni pfimo nezasahuji

(Noguchi et al. 2014). Doména vazajici nukleotid je na obrazku vyznacena oranzové a je

slozena z Walkerova motivu A (aminokyseliny na pozici 80 az 86), Walkerova motivu B

(aminokyseliny na pozici 205 az 210) a ze specifické C domény (aminokyseliny na pozici 186

az 200) (Tamura et al. 2006). V cytoplazmatické smycce se mezi druhou a tieti

transmembranovou doménou vyskytuje nesynonymni varianta p.S476P. V extracelularnich

smyckach se nachazeji varianty p. T421A, p.S572R a p.D620N. Nesynonymni varianta

p-T434M je lokalizovéana v transmembranovém segmentu.

D) Porovndani s kontrolni skupinou

Tabulka 4.5 - Vysledky vySetfeni variant v ABCG2 metodou tetra-primer ARMS-PCR

Referenéni Zména Zména Pocet Alelicka Pocet jedinct: wild

_y L L .y frekvence v ,

oznaceni kodujici proteinové vySetifenych Kkontrolni type / heterozygotni

varianty sekvence sekvence vzorki « / homozygotni
kohorté

rs2231137 c.34G>A p.VI2M 149 0,017 144/5/0
rs2231142 c.421C>A p.Ql41K 159 0,075 136/22/1
rs372192400 c.439C>T p-R147W 141 0,004 140/1/0
rs753759474 c.458C>T p.T153M 148 0 148/0/0
rs752626614 c.1118T>G p.F373C 159 0 159/0/0
rs2231142 c.1261A>G p-T421A 160 0 160/0/0
rs769734146 c.1301C>T p.T434M 143 0,004 142/1/0
N/A c.1426T>C p-S476P 152 0 152/0/0
rs200894058 c.1714A>C p.S572R 154 0 154/0/0

Pozn.: Metodou tetra-primer ARMS-PCR se nepodafilo vysettit vS§ech 174 jedinct zatazenych v kontrolni

skupin€. Dlivodem nemoznosti vySsettit nékteré vzorky byla pravdépodobné pritomnost individualnich

polymorfismi v mistech, kde nasedaji primery navrzené na tetra-primer ARMS-PCR. Proto je tedy u kazdé

varianty uvedeny pocet vySetienych vzorkt z kontrolni kohorty.

V kontrolni skupin€ jsme zjistili pfitomnost dvou vzacnych variant p.R147W a p.T434M vzdy

u jednoho jedince, coz se prakticky shoduje s alelickymi frekvencemi v kohorté pacientii

s hyperurikémii a dnou. Varianta p.V12M se vyskytla v kontrolni kohort¢ u péti jedinci

(MAF = 0,017), takze alelicka frekvence je srovnatelnd s kohortou pacientt s hyperurikémii a

dnou (MAF = 0,018), ale je mnohem nizsi nez v evropské populaci (MAF = 0,061).

Prekvapivé bylo i porovnani minoritni alelické frekvence mezi jednotlivymi skupinami u
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varianty p.Q141K: u kontrolni skupiny se MAF = 0,075, u pacientii s hyperurikémii a dnou se
MAF = 0,238 a u evropské populace se MAF = 0,094.

Tabulka 4.6 - Vysledky vySetieni varianty p.D620N metodou RFLP-PCR

Referenéni « e Zména Pocet Alelicka Pocet jedinct: wt /
‘. Zména kodujici N I frekvence v .
oznaceni proteinové | vySetfenych , heterozygotni /
. sekvence 5 kontrolni .
varianty sekvence vzorkii < homozygotni
kohorté
rs34783571 c.1858G>A p.D620N 140 0 140/0/0

Pozn.: Z divodu vyskytu individualnich polymorfismi nebylo mozné analyzovat vSech 174 vzorka.
Vzacna varianta p.D620N nebyla v kontrolni kohort¢ detekovana.

4.2.2 Gen ABCC4

V genu ABCC4 jsme nalezli Ctyii €asté (p.G187TW —rs11568658, p.K304N - rs2274407,
p-R317S - rs2274406, p.K1116N - rs1751034) a tfi vzacné (p.E757K - rs3765534, p. 1866V
- 15139970608, p. T1142M - rs11568644) nesynonymni varianty. Varianta p.K304N mize
mit dopad na sestiih proteinu, jelikoz vede k zdméné baze na prvni pozici v exonu 8. Dale
jsme identifikovali osm synonymnich variant: p.12231 (rs899494), p.S323S (rs2274405),
p.V345V (rs11568703), p.P403P (rs762871137), p.S486S (rs11568670), p.L904L
(rs1678339), p.F948F (rs1189466) a p.110851 (rs11568652). V nekddujici ¢asti genu jsme ve
vySetfované kohorté identifikovali 54 variant, z toho 50 jednonukleotidovych zamén, tii
delece (c.621+82 621+85del — 15805910, ¢.3630-88del — rs4148539, ¢.3871-5del -
rs755849835) a jednu inzerci (c.2468 2469insA — rs756989444). Nasledujici intronové
varianty vedou pravdépodobné k alternativnimu sestiihu: ¢.186-5T>C (rs4148437),
c.1161+8T>A (rs3818494), c.1825-TA>G (rs11568696), ¢.3871-3T>C (rs9524765).

Tabulka 4.7 - Vysledky sekvenovani genu ABCC4

‘. « Alelicka Alelicka Alelicka | Pocet jedincii:
Referenéni . L e Zména .
e Zména kodujici . .| frekvence | frekvence | frekvence v | wild type /
oznaceni proteinove . . wr ;
. sekvence v evropské | ve svétové nasi heterozygotni /

varianty sekvence . . < .
populaci populaci kohorté homozygotni
rs11568658 c.559G>T p-G187TW 0,031 0,052 0,027 143/6/0
rs2274407 c.912G>T p.K304N 0,081 0,151 0,02 144/6/0
rs2274406 c.951A>T p-R317S 0,619 0,518 0,637 19/71/60
rs3765534 c.2269G>A p.E757K 0,009 0,031 0,01 147/3/0
rs139970608 c.2596A>G p. I866V 0,006 0,001 0,01 148/1/1
rs1751034 ¢.3348G>C p-K1116N 0,811 0,794 0,367 85/20/45
rsl1568644 c.3425C>T p-T1142M 0,006 0,003 0,003 149/1/0
rs899494 c.669T>C p.12231 0,843 0,808 0,823 5/43/102
rs2274405 c.969A>G p.S323S 0,628 0,626 0,547 35/66/49
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rs11568703 c.1035G>A p.V345V 0,007 0,002 0,013 146/4/0
rs762871137 c.1209G>A p.P403P < 0,001 < 0,001 0,003 149/1/0
rs11568670 c.1458G>A p.S486S 0 < 0,001 0,003 149/1/0
rs1678339 c.2712A>G p.L904L 0,941 0,888 0,473 75/8/67
rs1189466 c.2844T>C p.F948F 0,941 0,904 0,95 0/15/135
rs11568652 c.3255C>A p.110851 0 0,001 0,233 80/70/0
rs4148435 c.185+181G>T - 0,906 0,862 0,883 9/17/124
rs4148437 c.186-5T>C - 0,403 0,215 0,387 51/82/17
rs899496 c.621+50T>C - 0,813 0,711 0,8 6/48/96
rs4148472 c.621+73C>T - 0,238 0,234 0,007 148/2/0
rs5805910 | c.621+82 621+85del | ——— 0,576 0,477 0,033 142/6/2
rs148223655 c.532-85G>A - 0 0,001 0,033 140/10/0
rs2389204 c.785+158T>C - 0,629 0,629 0,233 102/26/22
rs2389203 c.622-146C>A - 0,802 0,725 0,527 54/34/62
rs1678403 .622-130G>C - 0,81 0,743 0,533 55/30/65
753818486 ¢.785+150T>C -_—— 0,63 0,612 0,533 35/70/45
rs2274408 c.911+80A>G - 0,619 0,52 0,597 29/63/58
rs7983079 c.911+328A>G -_—— 0,628 0,625 0,087 137/0/13
rs145154638 c.911+128G>A - 0,027 0,008 0,01 147/3/0
rs17189446 c.911+176G>T -_—— 0,185 0,088 0,173 106/36/8
rs3818493 c.1161+100C>T - 0,627 0,625 0,62 28/58/64
rs3818494 c.1161+82C>G -_—— 0,652 0,56 0,373 69/50/31
rs11568702 c.1161+8T>A ——— 0,01 0,003 0,01 147/3/0
rs2274403 ¢.1263+70T>C -_—— 0,493 0,501 0,37 60/69/21
rs61965908 c.1354-280T>C - 0,167 0,084 0,09 129/15/6
rs1557069 c.1354-150A>G -_—— 0,205 0,204 0,157 106/41/3
rs4148487 c.1354-57G>A - 0,087 0,067 0,047 137/12/1
rs1751005 c.1727+91A>G - 0,763 0,765 0,743 7/63/80
rs2296653 c.1727+118C>T - 0,398 0,483 0,31 79/49 /22
rs1678405 c.1727+280A>G - 0,334 0,462 0,097 127/17/6
rs1073500 c.1727+349T>G - 0,558 0,64 0,027 145/2/3
152478461 c.1727+386A>G - 0,841 0,845 0,047 143/0/7
rs2009772 c.1727+373A>G - 0,158 0,111 0,013 147/2/1
rs11568663 c.1824+25G>A - 0,113 0,042 0,09 124/25/1
rs4148499 c.1824+252A>G - 0,036 0,052 0,02 144/6/0
rs11568696 c.1825-7A>G - 0 0,006 0,003 149/1/0
rs1729770 c.2034+219G>A - 0,299 0,28 0,02 145/4/1
rs754994360 c.1825-17C>A - < 0,001 < 0,001 0,003 149/1/0
rs55709022 c.2176-350G>A - 0,08 0,028 0,033 140/10/0
rs11568650 ¢.2213+30T>C - 0,082 0,028 0,033 140/10/0
rs3765535 c.2214-65T>C - 0,096 0,265 0,087 127/20/3
rs1678394 ¢.2456-132T>G - 0,492 0,466 0,347 70/56/24
rs2296652 €.2456-107A>G - 0,012 0,067 0,007 148/2/0
rs756989444 | ¢.2468 2469insA - < 0,001 < 0,001 0,003 149/1/0
rs1189437 €.2536-60C>A - 0,94 0,874 0,643 48 /11/91
rs11568672 €.2687-56C>T - 0,127 0,059 0,12 117/30/3
rs1189467 c.2807-378A>T - 0,94 0,888 0,413 84/8/58
rs1189464 ¢.2918-308A>G - 0,941 0,888 0,703 40/9/101
rs2274401 c.3018+99A>G - 0,191 0,222 0,137 112/35/3
rs1189461 ¢.3210+128A>G - 0,939 0,851 0,913 7/12/131
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rs11568667 c.3210+43T>G - 0,003 0,001 0,017 145/5/0
rs11568643 ¢.3367-15A>G - 0,082 0,032 0,07 129/21/0
rs7324065 c.3456+42G>A _——— 0,064 0,049 0,027 142/8/0
rs71431495 ¢.3456+65G>A - 0,041 0,013 0,03 141/9/0
rs12875235 ¢.3629+50A>C - 0,127 0,06 0,1 124 /22 /4
rs4148539 ¢.3630-88del _— < 0,001 < 0,001 0,06 141/0/9
rs1212955532 ¢.3630-48C>G - 0 < 0,001 0,263 75/71/4
19524765 ¢.3871-3T>C - 0,996 0,93 0,947 8/0/142
rs755849835 c.3871-5del —_——— 0 0 0,027 142/8/0
rs3742106 c.*38T>G - 0,383 0,415 0,13 124 /13 /13
4.2.2.1 Hodnoceni detekovanych variant
A) Analyza pomoci predikcénich programii
Tabulka 4.8 - Predikce funkéniho dopadu nesynonymnich variant
Refereinél’n' Z,méfl,a, me?na . SIFT PolyPhen MutPred Mutation Provean
oznacent kédujici | proteinové (hodnoceni) (hodnoceni) (hodnoceni) Taster (hodnoceni)
varianty sekvence sekvence (hodnoceni)
rs11568658 | ¢.559G>T | p.GI187W poskozujici poskozujici benigni benigni poskozujici
rs2274407 | ¢912G>T p-K304N poskozujici benigni benigni benigni benigni
rs2274406 | c.951A>T p-R317S poskozujici benigni poskozujici poskozujici poskozujici
rs3765534 | ¢c.2269G>A | p.E757K benigni benigni benigni benigni benigni
rs139970608 | c.2596A>G | p. I866V benigni benigni benigni poskozujici benigni
rs1751034 |c.3348G>C | p.K1116N | poskozujici | mozna poskozujici benigni poskozujici poskozujici
rs11568644 | c.3425C>T | p.T1142M benigni benigni benigni poskozujici poskozujici

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2

Predikce funk¢éniho dopadu variant). V tabulce je pro prehlednost uvedeno slovni hodnoceni analyzovanych

variant (kazdy program ma vlastni skore).

V hodnoceni jednotlivych variant dosly predikéni programy ke shodnému vysledku pouze u

varianty p.E757K, kterou oznacily za benigni.

B) Statisticka analyza

Tabulka 4.9 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vySetfované kohorté

a v evropské populaci
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Pravdépodobnost Pravslépodobnost Prav.dé’podobnost
steného viskytu | G0 VLR | Veiho viskyta
Referfinél}i MAF,V mut.a ntni. alely mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K p q jako je L. L. p-hodnota
varianty kohorté pozorovany porovnani § porovini §
potet mutantnich pozorovanym pozorovanym
alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
rs11568658 | 0,027 6 0,031 | 0,969 0,08145298 0,17654905 0,90490393 0,35096
rs2274407 0,02 6 0,081 | 0,919 0,00000446 0,00000572 0,99999874 0,000166
rs2274406 0,637 | 191 | 0,619 | 0,381 0,03918241 0,75394608 0,28523634 0,568234
rs3765534 0,01 3 0,009 | 0,991 0,22154419 0,7143935 0,50715069 0,902688
rs139970608 | 0,01 3 0,006 | 0,994 0,16108955 0,89187294 0,26921662 0,60075
rs1751034 0,367 | 110 | 0,811 | 0,189 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs11568644 | 0,003 1 0,006 | 0,994 0,2977155 0,46212061 0,83559489 0,822538
75899494 0,823 | 247 | 0,843 | 0,157 0,03944354 0,19434496 0,84509859 0,391458
rs2274405 0,547 | 164 | 0,628 | 0,372 0,00073253 0,00236392 0,99836862 0,004306
rs11568703 0,013 4 0,007 | 0,993 0,09929414 0,93853638 0,16075777 0,3323
rs762871137 | 0,003 1 |<0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs11568670 | 0,003 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs1678339 0,473 | 142 | 0,941 | 0,059 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs1189466 0,95 | 285 | 0,941 | 0,059 0,08348898 0,77948198 0,30400701 0,589842
rs11568652 | 0,233 | 70 0 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs4148435 0,883 | 265 | 0,906 | 0,094 0,03069371 0,10858394 0,92210976 0,212624
rs4148437 0,387 | 116 | 0,403 | 0,597 0,03998317 0,30327381 0,73670936 0,604522
rs899496 0,8 240 | 0,813 | 0,187 0,04880753 0,30332271 0,74548481 0,614652
rs4148472 0,007 2 0,238 | 0,762 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs5805910 0,033 10 | 0,576 | 0,424 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs148223655 | 0,033 10 0 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs2389204 0,233 | 70 | 0,629 | 0,371 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs2389203 0,527 | 158 | 0,802 | 0,198 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs1678403 0,533 | 160 | 0,81 0,19 < 0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs3818486 0,533 | 160 | 0,63 0,37 0,00013365 0,00038321 0,99975044 0,000654
rs2274408 0,597 | 179 | 0,619 | 0,381 0,03423522 0,22990287 0,80433235 0,461064
rs7983079 0,087 | 26 | 0,628 | 0,372 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs145154638 | 0,01 3 0,027 | 0,973 0,0258501 0,03776039 0,98808971 0,101308
rs17189446 | 0,173 52 | 0,185 | 0,815 0,05293275 0,33237746 0,72055529 0,655552
rs3818493 0,62 186 | 0,627 | 0,373 0,04594683 0,42236825 0,62357858 0,848512
rs3818494 0,373 | 112 | 0,652 | 0,348 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 | <0,000001
rs11568702 0,01 3 0,01 0,99 0,22516986 0,64723377 0,57793608 1
rs2274403 0,37 111 | 0,493 | 0,507 0,00000484 0,00001179 0,99999306 0,000026
rs61965908 0,09 27 | 0,167 | 0,833 0,00004687 0,00008923 0,99995765 0,000468
rs1557069 0,157 | 47 | 0,205 | 0,795 0,00637778 0,02015737 0,98622041 0,045264
rs4148487 0,047 14 | 0,087 | 0,913 0,00284082 0,0054659 0,99737492 0,017486
rsl1751005 0,743 | 223 | 0,763 | 0,237 0,0384381 0,23006796 0,80837015 0,463462
r$2296653 0,31 93 | 0,398 | 0,602 0,0003342 0,00097665 0,99935755 0,002252
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rs1678405 0,097 | 29 | 0,334 | 0,666 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs1073500 0,027 8 0,558 | 0,442 < 0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
152478461 0,047 14 | 0,841 | 0,159 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs2009772 0,013 4 0,158 | 0,842 < 0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs11568663 0,09 27 | 0,113 | 0,887 0,03449638 0,11951207 0,91498431 0,243158
754148499 0,02 6 0,036 | 0,964 0,04365252 0,08330882 0,9603437 0,182644
rs11568696 | 0,003 1 0 1 < 0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs1729770 0,02 6 0,299 | 0,701 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs754994360 | 0,003 1 [<0,001 1 < 0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs55709022 0,033 10 0,08 0,92 0,00047313 0,00075452 0,99971861 0,004066
rs11568650 | 0,033 10 | 0,082 | 0,918 0,0003222 0,00050645 0,99981575 0,003006
rs3765535 0,087 | 26 | 0,096 | 0,904 0,06987512 0,33383777 0,73603735 0,652162
rs1678394 0,347 | 104 | 0,492 | 0,508 0,00000012 0,00000026 0,99999986 <0,000001
752296652 0,007 2 0,012 | 0,988 0,17688639 0,30103728 0,87584911 0,559718
rs756989444 | 0,003 1 [<0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs1189437 0,643 | 193 | 0,94 0,06 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs11568672 0,12 36 | 0,127 | 0,873 0,06610583 0,39848459 0,66762124 0,781452
rs1189467 0,413 | 124 | 0,94 0,06 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs1189464 0,703 | 211 | 0,941 | 0,059 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs2274401 0,137 | 41 | 0,191 | 0,809 0,00297963 0,00823905 0,99474057 0,020306
rs1189461 0,913 | 274 | 0,939 | 0,061 0,01754157 0,04664982 0,97089175 0,082406
rs11568667 | 0,017 5 0,003 | 0,997 0,00196134 0,99966869 0,00229266 0,000144
rs11568643 0,07 21 | 0,082 | 0918 0,06656165 0,26263064 0,80393101 0,514184
rs7324065 0,027 8 0,064 | 0,936 0,00170829 0,00272008 0,99898821 0,011602
rs71431495 0,03 9 0,041 | 0,959 0,0805347 0,21158892 0,86894578 0,414924
rs12875235 0,1 30 | 0,127 | 0,873 0,02669859 0,09074118 0,93595741 0,187576
rs4148539 0,06 18 |<0,001 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs1212955532| 0,263 | 79 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
789524765 0,947 | 284 | 0,996 | 0,004 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs755849835 | 0,027 8 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs3742106 0,13 39 | 0,383 | 0,617 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001

Pocet alel (N) je 300. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tu¢né).

Seznam zkratek: K = pocet mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské

populace, q = pfedpoklad vyskytu wild type alely

Nasledujici varianty jsou signifikantng Castéjsi v kohort€ pacientii s primarni hyperurikémii a
dnou nez v evropské populaci: p.P403P (rs762871137), p.S486S (rs11568670), p.110851
(rs11568652), c.532-85G>A (rs148223655), c.1825-TA>G (rs11568696), c.1825-17C>A
(rs754994360), c.2468 24691nsA (rs756989444), ¢.3210+43T>G (rs11568667), ¢.3630-
88del (rs4148539), ¢.3630-48C>G (rs1212955532) a ¢.3871-5del (rs755849835). Tyto
varianty maji naopak vyznamné nizsi alelickou frekvenci ve vysetfované kohort¢ v porovnani
s evropskou populaci: p.K304N (rs2274407), p.K1116N (rs1751034), p.L904L (rs1678339),
c.621+73C>T (rs4148472), ¢.621+82_621+85del (rs5805910), ¢.785+158T>C (rs2389204),
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C.622-146C>A (r52389203), ¢.622-130G>C (rs1678403), c.911+328A>G (r5s7983079),
c.1161+82C>G (r53818494), c.1263+70T>C (rs2274403), c.1354-280T>C (rs61965908),
¢.1727+280A>G (rs1678405), ¢.1727+349T>G (rs1073500), c.1727+386A>G (rs2478461),
¢.1727+373A>G (rs2009772), ¢.2034+219G>A (rs1729770), ¢.2456-132T>G (rs1678394),
€.2536-60C>A (r51189437), c.2807-378A>T (rs1189467), ¢.2918-308A>G (rs1189464) a
¢.3871-3T>C (r59524765).

C) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.2 - Predpokladana sekundarni struktura MRP4 s detekovanymi variantami

protein MRP4

extraceluldrni prostor
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Pozice jednotlivych nesynonymnich missense variant je znazornéna fialové a pozice synonymnich variant je

vyznacena zelené. Topologicky model byl vytvoien pomoci programu TOPO2 (Johns 2021).

Protein MRP4 je slozen z 12 transmebranovych domén a dvou domén vazajicich nukleotid
(Chantemargue et al. 2018). Jedna NBD se nachazi ve velké cytoplazmatické smycce mezi
Sestou a sedmou transmembranovou doménu, kde byly detekovany varianty p.P403P,
p-S486S a p.E757K. Druha NBD je lokalizovéana v cytoplazmé pobliz C-konce proteinu a
pobliz se vyskytuji varianty p.I10851, p.K1116N a p.T1142M. V extracelularni ¢asti proteinu
jsou lokalizovany varianty p.L904F a p.F948F, zatimco v cytoplazmé se kromé jiz uvedenych
variant nachazeji jesté p.G187W, p.K304N, p.R317S a p.S323S. V transmembranovych
doménach jsou lokalizovany dvé synonymni varianty (p.12331, p.V345V) a jedna
nesynonymni varianta p.I866V.

4.2.3 Gen SLC22A412
V genu SLC22A412 jsme ve vySetfované kohorté nenasli zadnou nesynonymni variantu.
Detekovali jsme vSak pét synonymnich variant: p.N82N (rs3825017), p.H86H (rs3825016),
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p.H142H (rs11231825), p.A416A (rs1630320), p.LA3TL (r:s7932775). Krom& toho se ve

vysetfované kohorté vyskytly Ctyfi jednonukleotidové intronové zameény.

Tabulka 4.10 - Vysledky sekvenovani genu SLC22412

- . Alelicka Alelicka . .. | Pocet jedinci:
Referenéni « L1 e s Zména Alelicka .
e Zména kodujici ., | frekvence |frekvence ve wild type /
oznaceni proteinové . L frekvence v ,
. sekvence v evropské svétové vr . | heterozygotni /
varianty sekvence . . | nasi kohorté ;
populaci populaci homozygotni
rs3825017 c.246C>T p-N82N 0,004 0,071 0,004 248/2/0
rs3825016 c.258C>T p.-H86H 0,706 0,387 0,64 37/106/107
rsl1231825 c.426T>C p.H142H 0,706 0,386 0,644 36/106/108
rs1630320 c.1248A>G p.A416A 1 0,977 1 0/0/250
rs7932775 ¢.1309T>C p.L437L 0,202 0,397 0,23 154/77/19
rs373881060 €.662-7C>T ——— < 0,001 < 0,001 0,01 245/5/0
rs368284669 c.955-38G>A -——— 0 0,009 0,004 248/2/0
rs11231837 ¢.1598+18C>T -——— 0,199 0,324 0,234 152/79/19
rs117280820 | c.1598+254C>A -——— 0,042 0,024 0,008 248 /0/2

4.2.3.1 Hodnoceni detekovanych variant

A) Statisticka analyza

Tabulka 4.11 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vySetrované kohorté

a v evropské populaci
< Pravdépodobnost | Pravdépodobnost
l::;‘j;(;flﬂo‘?;::;zt stejného nebo stejného nebo
Referen¢ni | MAF v mutantni alely mensiho vyskytu | vétSiho vyskytu
< . «r . . mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K p q jako je orovnani s orovnani s p-hodnota
varianty | kohorté pozorovany P . P .
potet mutantnich pozorovanym pozorovanym
alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
rs3825017 | 0,004 2 0,004 | 0,996 0,27121336 0,67667678 0,59453658 1
rs3825016 0,64 320 | 0,706 | 0,294 0,00023874 0,0008564 0,99938234 0,001422
rs11231825 | 0,644 | 322 | 0,706 | 0,294 0,00042914 0,00160702 0,99882213 0,002754
rs1630320 1 500 1 0 >0,99999999 >0,99999999 >0,99999999 1
rs7932775 0,23 115 | 0,202 | 0,798 0,01305779 0,94506129 0,0679965 0,13265
rs373881060 | 0,01 5 ]<0,001 1 < 0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs368284669 | 0,004 2 0 1 < 0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rsl1231837 | 0,234 | 117 | 0,199 | 0,801 0,00666133 0,97642037 0,03024096 0,05688
rs117280820 | 0,008 4 0,042 | 0,958 0,00000458 0,00000555 0,99999903 0,000234

Pocet alel (N) je 500. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tucné).

Seznam zkratek: K = pocet mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské

populace, q = piedpoklad vyskytu wild type alely
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Statisticka analyza ukézala, ze alelickd frekvence intronovych variant ¢.662-7C>T
(rs373881060) a ¢.955-38G>A (rs368284669) je vyznamné vyssi v kohorté pacientd

s primarni hyperurikémii a dnou v porovnani s alelickymi frekvencemi uvedenymi

v databazich Ensembl a NCBI pro evropskou populaci. Alelicka frekvence intronové varianty
c.1598+254C>A (rs117280820) je naopak vyznamné nizsi ve vySetfované kohorté nez

v evropské populaci.

B) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.3 - Predpoklddana sekundérni struktura URAT]I s detekovanymi variantami

protein URAT1

extracelularni prostor
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Pozice jednotlivych synonymnich variant je vyznacena zelené. Topologicky model byl vytvofen pomoci
programu TOPO2 (Johns 2021).

Tti z péti synonymnich variant (p.N82N, p.H86H, p.H142H) se nachézeji ve velké
extracelularni smycce, ve které jsou pfitomna rizna glykosylacni mista (Li et al. 2019).
Varianta p.A416A je lokalizovdna v devaté transmembranové doméné a varianta p.L437L

v desatém transmembranovém segmentu.

4.2.4 Gen SLC2A49

V genu SLC2A9 jsme detekovali sedm nesynonymnich variant: p.A17T (rs6820230), p.G25R
(rs2276961), p.T275M (rs112404957), p.D281H (rs73225891), p.V282I (rs16890979),
p.R294H (rs3733591) a p.P350L (rs2280205). Ve vySettované kohorté jsme déle
identifikovali pét synonymnich variant: p.L108L (rs/3113918), p.T125T (rs10939650),

p. 11681 (rs3733589), p.L189L (rs13125646) a p.S515S (rs144428359). V nekddujici oblasti

genu jsme nalezli 19 jednonukleotidovych zamén, z nichz se 17 variant nachazelo
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v intronovych oblastech ptiléhajicich k exoniim a dvé varianty se vyskytovaly v 5’
neprekladané oblasti (5> UTR). Jedna z intronovych variant (konkrétné ¢.1002+68C>T) zatim
neni uvedena v databazich Ensembl a NCBI. V intronové oblasti jsme také identifikovali
deleci ¢.63+18delT (rs61256984).

Tabulka 4.12 - Vysledky sekvenovani genu SLC249

Referencni « P Zména Alelicld Alelicka Alelicka P9éet jedinci:
.y Zména kodujici . .| frekvence | frekvence ve wild type /
oznacent sekvence proteinove v evropské svétové fr(vel,(vence M heterozygotni /
varianty sekvence populaci populaci nasi kohorté homozygotni
rs2276961 c.73G>A p.G25R 0,528 0,407 0,606 44/109/97
rsl12404957 c.824C>T p.T275M 0,009 0,003 0,012 244/6/0
rs73225891 c.841G>C p.-D281H 0,029 0,007 0,024 238/12/0
rs16890979 c.844G>A p-V2821 0,214 0,264 0,118 195/51/4
rs3733591 c.881G>A p-R294H 0,191 0,294 0,2 161/78/11
rs2280205 ¢.1049C>T p.P350L 0,484 0,271 0,538 54/123/73
rs6820230 c.49G>A p.A17T 0,297 0,269 0,112 222/0/28
rs13113918 €.322T>C p.L108L 0,8 0,821 0,876 7/48/195
rs10939650 ¢.375G>A p.T125T 0,752 0,642 0,844 10/58/182
rs3733589 c.504C>T p.1168I 0,045 0,156 0,026 237/13/0
rs13125646 c.567T>C p-L189L 0,801 0,752 0,878 7/47/196
rs144428359 c.1545C>T p-S515S 0,007 0,002 0,014 243/7/0
rs2276962 c.150+24A>G -——— 0,042 0,158 0,018 241/9/0
rs2276963 c.150+65C>T -——— 0,054 0,208 0,022 239/11/0
rs2240722 c.151-60T>C -——— 0,528 0,408 0,72 44/52 /154
rs2240721 ¢.249+35C>T -——— 0,528 0,409 0,74 42/46/162
rs2240720 c.249+119G>A -——— 0,528 0,411 0,77 45/25/180
rs28592748 ¢.250-40A>G -——— 0,8 0,821 0,872 8/48/194
rs16891971 c.410+29G>T -——— 0,026 0,053 0,008 246/4/0
rs772544951 c.410+49A>G — 0 0 0,002 249/1/0
rs3733590 ¢.535+67A>G -——— 0,071 0,183 0,028 236/14/0
rs13115193 c.681+25G>A -——— 0,505 0,386 0,582 50/109/91
rs202000076 c.681+13C>T —-—— 0,001 < 0,001 0,004 248/2/0
rs4292327 c.682-31C>T -——— 0,224 0,14 0,238 142/97/11
N/A ¢.1002+68C>T - N/A N/A 0,002 249/1/0
rs1050991059 | ¢.1002+72G>A - 0 0 0,002 249/1/0
rs6823877 ¢.1002+78A>G —-—— 0,651 0,724 0,346 128 /71/51
rs2280204 c.1113+9A>C —-—— 0,2 0,215 0,12 196/48/6
rsl14361719 c.1114-89G>C - 0,028 0,012 0,002 249/1/0
rs61256984 c.63+18delT —-—— 0,299 0,273 0,524 1/236/13
rs6449237 c.-40-13T>C —-—— 0,293 0,267 0,072 232/0/18
rs752032126 c.-40-45G>A - 0 0 0,004 249/0/1
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Nalezené varianty se nachazely v transkriptu s oznacenim ENST00000264784 s vyjimkou
nasledujicich variant v transkriptu ENST00000506583: p.A17T, c¢.63+18delT, c.-40-13T>C a
c.-40-45G>A.

4.2.4.1 Hodnoceni detekovanych variant

A) Analyza pomoci predikcnich programii

Tabulka 4.13 - Predikce funk¢niho dopadu nesynonymnich variant

Referﬁnél,ﬁ Zména kédujici me’bna . SIFT PolyPhen MutPred Mutation Provean
oznacenl sekvence proteinove (hodnoceni) | (hodnoceni) | (hodnoceni) Taster ~ | (hodnoceni)
varianty sekvence (hodnoceni)
rs2276961 c.73G>A p-G25R benigni benigni benigni benigni benigni

rs112404957 ¢.824C>T p.-T275M benigni benigni benigni benigni benigni

rs73225891 c.841G>C p-D281H poskozujici | poskozujici benigni benigni poskozujici
rs16890979 c.844G>A p.-V2821 benigni benigni benigni benigni benigni
rs3733591 c.881G>A p-R294H benigni poskozujici benigni benigni poskozujici
rs2280205 ¢.1049C>T p-P350L benigni benigni benigni benigni benigni
rs6820230 c.49G>A p.-A17T benigni benigni benigni benigni benigni

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2
Predikce funkéniho dopadu variant). V tabulce je pro prehlednost uvedeno slovni hodnoceni analyzovanych

variant (kazdy program ma vlastni skore).

Podle predikénich programti nemaji varianty p.A17T, p.G25R, p.T275M, p.V282I a p.P350L
posSkozujici vliv na funkei proteinu. U variant p.D281H a p.R294H se hodnoceni mezi

jednotlivymi programy lisi.

B) Statisticka analyza

Tabulka 4.14 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vySetfované kohorté

a v evropské populaci
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Pravdépodobnost Prav.de,podobnost Prav.de,podobnost
.. . stejného nebo stejného nebo
stejného vyskytu menSiho vyskytu | vétSiho vyskytu
Referencéni | MAF v mutantni alely M4 Y
- w . . mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K p q jako je L. L. p-hodnota
. < . porovnani s porovnani s
varianty kohorté pozorovany , ,
M . pozorovanym pozorovanym
pocet mutantnich o v
alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
12276961 0,606 | 303 | 0,528 | 0,472 0,00007672 0,99981118 0,00026554 0,000562
rs112404957 | 0,012 6 0,009 | 0,991 0,12860298 0,83192167 0,29668131 0,635828
rs73225891 0,024 12 | 0,029 | 0,971 0,09147276 0,30772934 0,78374342 0,594026
rs16890979 0,118 59 | 0,214 | 0,786 <0,00000001 0,00000002 >0,99999999 <0,000001
rs3733591 0,2 100 | 0,191 | 0,809 0,03915039 0,71793207 0,32121832 0,649054
rs2280205 0,538 | 269 | 0,484 | 0,516 0,00193308 0,99306468 0,0088684 0,017718
rs6820230 0,112 56 | 0,297 | 0,703 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs13113918 0,876 | 438 0,8 0,2 0,00000219 0,99999729 0,0000049 0,000028
rs10939650 0,844 | 422 | 0,752 | 0,248 0,00000017 0,99999979 0,00000039 0,000002
rs3733589 0,026 13 | 0,045 | 0,955 0,0094932 0,01989337 0,98959984 0,052192
rs13125646 0,878 | 439 | 0,801 | 0,199 0,00000158 0,9999981 0,00000348 0,00002
rs144428359 | 0,014 7 0,007 | 0,993 0,0383447 0,97373347 0,06461123 0,10757
rs2276962 0,018 9 0,042 | 0,958 0,00144287 0,00236522 0,99907765 0,01035
rs2276963 0,022 11 | 0,054 | 0,946 0,00020254 0,00032311 0,99987943 0,002162
rs2240722 0,72 360 | 0,528 | 0,472 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs2240721 0,74 370 | 0,528 | 0,472 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs2240720 0,77 385 | 0,528 | 0,472 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
128592748 0,872 | 436 0,8 0,2 0,00000651 0,99999128 0,00001523 0,000072
rs16891971 0,008 4 0,026 | 0,974 0,00248646 0,00343261 0,99905385 0,016906
rs772544951 | 0,002 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs3733590 0,028 14 | 0,071 | 0,929 0,00001376 0,00002155 0,99999221 0,000256
rs13115193 | 0,582 | 291 | 0,505 | 0,495 0,00009332 0,99976446 0,00032887 0,000676
rs202000076 | 0,004 2 0,001 | 0,999 0,07579729 0,9856692 0,09012809 0,157092
rs4292327 0,238 | 119 | 0,224 | 0,776 0,03170738 0,79044989 0,24125749 0,485662
rs1050991059 | 0,002 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs6823877 0,346 | 173 | 0,651 | 0,349 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 <0,000001
752280204 0,12 60 0,2 0,8 0,00000069 0,00000147 0,99999922 0,00001
rs114361719 | 0,002 1 0,028 | 0,972 0,00000981 0,00001049 0,99999932 0,000702
rs61256984 0,524 | 262 | 0,299 | 0,701 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
16449237 0,072 36 | 0,293 | 0,707 < 0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs752032126 | 0,004 2 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001

Pocet alel (N) je 500. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tucné).

Seznam zkratek: K = poc¢et mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské

populace, q = predpoklad vyskytu wild type alely

Statistickou analyzou jsme zjistili, Ze nésledujici varianty maji signifikantné vyssi alelickou

frekvenci ve vySetfované kohorté v porovnani s evropskou populaci: p.L108L (rs/37113918),
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p.T125T (rs10939650), p.L189L (rs13125646), c.151-60T>C (rs2240722), ¢.249+35C>T
(rs2240721), ¢.249+119G>A (rs2240720), c.250-40A>G (rs28592748), c.410+49A>G
(rs772544951), ¢.1002+72G>A (rs1050991059), c.63+18delT (rs61256984) a c.-40-45G>A
(rs752032126). Naopak tyto varianty maji dle vysledku binomického testu signifikantné vyssi
alelické frekvence v evropské populaci nez v kohorté pacientii s hyperurikémii a dnou:

p- V2821 (rs16890979), p.A17T (rs6820230), c.535+67A>G (rs3733590), c.1002+78 A>G
(rs6823877), c.1113+9A>C (rs2280204) a c.-40-13T>C (rs6449237).

C) Analyza umisténi v polypeptidové strukture

Obrazek 4.4 - Predpokladana sekundérni struktura GLUT9 s detekovanymi variantami

protein GLUT9

extraceluldrni prostor
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Pozice jednotlivych nesynonymnich missense variant je zndzornéna fialové a pozice synonymnich variant je

vyznacena zelené. Topologicky model byl vytvoien pomoci programu TOPO2 (Johns 2021).

Nesynonymni varianta p.G25R se nachazi v intracelularnim prostoru pobliz N-konce
proteinu, zatimco synonymni varianta p.S515S je lokalizovana v cytoplazmé pobliZz C-konce.
Intracelularné se mezi Sestou a sedmou transmembranovou doménou nachézi smycka, ktera je
typickym mistem fosforylace proteinu GLUT9 (Li et al. 2019). Z obréazku je patrné, Ze se

v tomto misté nachazeji hned ¢tyfi nesynonymni varianty: p.T275M, p.D281H, p.V282l a
p-R294H. Podle jedné studie je sedma transmembranova doména, ve které jsme
neidentifikovali Zadnou variantu, klicova pro transportni funkci proteinu (Long et al. 2017).
Synonymni varianty p.L108L, p.T125T a p.L189L jsou lokalizovany ve druhém a

ctvrtém transmembranovém segmentu. V extracelularnim prostoru se nachazi nesynonymni

varianta p.P350L a synonymni varianta p.I168I.

4.2.5 Gen SLC22A411

V genu SLC22A411 jsme detekovali dv€ vzacné nesynonymni varianty, konkrétné p.V202M
(rs201209258) a p.R343L (rs75933978). Kromé toho jsme ve vysetiované kohorté zjistili
pritomnost dvou vzacnych synonymnich variant p. T110T (rs774860411) a p.L496L
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(rs753269187). V kohort¢ se vyskytla také jedna vzacnd intronova varianta c.1589+54T>A

(rs185640375) a dvé Casté intronové varianty c.497+85A>G (rs2277312) a ¢.1058+53A>C
(rs71456318).

Tabulka 4.15 - Vysledky sekvenovani genu SLC22411

. . " Alelicka Alelicka . . | Pocet jedincu:
Referenéni « L Zména Alelicka .
.y Zména kodujici ., | frekvence | frekvence ve wild type /
oznaceni proteinové , o frekvence v .
. sekvence v evropské svétové s . | heterozygotni /
varianty sekvence . . nasi kohorté ;
populaci populaci homozygotni
rs201209258 c.604G>A p-V202M 0 0 0,003 149/1/0
rs75933978 c.1028G>T p-R343L 0,002 0,001 0,003 149/1/0
rs774860411 c.330G>A p.-T110T 0 <0,001 0,003 149/1/0
rs753269187 c.1488C>G p-L496L 0 0 0,003 149/1/0
rs2277312 c.497+85A>G - 0,563 0,453 0,233 95/40/15
rs71456318 ¢.1058+53A>C - 0,531 0,235 0,407 59/60/31
rs185640375 | c.1589+54T>A - 0 0,001 0,003 149/1/0
4.2.5.1 Hodnoceni detekovanych variant
A) Analyza pomoci predikcnich programii
Tabulka 4.16 - Predikce funk¢niho dopadu nesynonymnich variant
Referencni | = Zména | Zména | oy PolyPhen | MutPred | Mutation | b @ ean
oznacenl kodujici | proteinove (hodnoceni) | (hodnoceni) | (hodnoceni) Taster (hodnoceni)
varianty sekvence | sekvence (hodnoceni)
rs201209258 | ¢.604G>A | p.V202M | poskozujici benigni benigni benigni benigni
rs75933978 | ¢.1028G>T | p.R343L benigni mozna - benigni benigni poskozujici
poskozujici

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2

Predikce funkéniho dopadu variant). V tabulce je pro ptehlednost uvedeno slovni hodnoceni analyzovanych

variant (kazdy program ma vlastni skore).

Podle programu SIFT je varianta p.V202M poskozujici, zatimco podle ostatnich pouZitych
programd je benigni. Varianta p.R343L je moZna poSkozujici podle hodnoceni programu
PolyPhen a poskozujici podle programu Provean.

B) Statisticka analyza

Tabulka 4.17 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vySetfované kohorté
a v evropské populaci
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Pravdépodobnost Pravdépodobnost | Pravdépodobnost
s tejnéhl()) vyskytu stejného nebo stejného nebo
Referenéni | MAF v mutantni alely mensiho ,vyskytu vétsiho v’yskytu
e w . . mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K P q jako je orovnani s orovnani s p-hodnota
varianty | kohorté pozorovany P . P ,
poget mutantnich pozorovanym pozorovanym
alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
rs201209258 | 0,003 1 0 1 < 0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs75933978 | 0,003 1 0,002 | 0,998 0,3297487 0,87823071 0,45151799 0,897176
rs774860411 | 0,003 1 0 1 < 0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs753269187 | 0,003 1 0 1 < 0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs2277312 0,233 70 | 0,563 | 0,437 <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs71456318 | 0,407 | 122 | 0,531 | 0,469 0,00000423 0,00001034 0,99999389 0,00002
rs185640375 | 0,003 1 0 1 < 0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001

Pocet alel (N) je 300. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tu¢ng).

Seznam zkratek: K = pocet mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské

populace, q = pfedpoklad vyskytu wild type alely

Intronové varianty ¢.497+85A>G (rs2277312) a c.1058+53A>C (rs71456318) maji
signifikantné nizsi vyskyt ve vySetfované kohorté v porovnani s alelickymi
frekvencemi evropské populace. U variant p.V202M (rs201209258), p. T110T (rs774860411),
p.L496L (rs753269187) a ¢.1589+54T>A (rs185640375) je v databazich Ensembl a NCBI

uvedena nulova alelicka frekvence, takze neni prekvapivé, Ze byl zachyt téchto variant

v kohort¢ pacientl s primarni hyperurikémii a dnou oznacen binomickym testem

porovnavajicim MAF jako statisticky signifikantni.

C) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.5 - Predpokladana sekundarni struktura OAT4 s detekovanymi variantami

protein OAT4

extraceluldrni prostor
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Pozice jednotlivych nesynonymnich missense variant je znazornéna fialové a pozice synonymnich variant je

vyznacena zelen€. Topologicky model byl vytvofen pomoci programu TOPO2 (Johns 2021).

Synonymni varianta p.T110T je lokalizovéana ve velké extracelularni smycce, kterd je
glykosyla¢nim mistem OAT proteint. Nesynonymni varianta p.R343L se zase nachazi

v intracelularni smyc¢ce mezi Sestou a sedmou transmembranovou doménou, ktera je typickym
mistem fosforylace OAT proteinti (Li et al. 2019). Varianty p.V202M a p.L496L se vyskytuji
v transmembranovych segmentech proteinu OATA4.

D) Porovnani s kontrolni skupinou

Tabulka 4.18 - Vysledky vysetieni variant v SLC22A4 11 metodou tetra-primer ARMS-PCR

Referenéni « e, Zména Pocet Alelicka Pocet jedincu: wild type /
<« . Zména kodujici . . v frekvence v ,
oznaceni proteinové | vySetienych , heterozygotni /
. sekvence 5 kontrolni ,
varianty sekvence vzorku « homozygotni
kohorté
rs201209258 c.604G>A p-V202M 158 0,003 157/1/0
rs75933978 ¢.1028G>T p-R343L 158 0 158/0/0

Pozn.: Metodou tetra-primer ARMS-PCR se nepodafilo vysettit vS§ech 174 jedinct zatazenych v kontrolni
skupiné. Dtivodem nemoznosti vySsettit nékteré vzorky byla pravdépodobné pritomnost individualnich
polymorfismt v mistech, kde nasedaji primery navrzené na tetra-primer ARMS-PCR. Proto je tedy u kazdé

varianty uvedeny pocet vysetfenych vzorkt z kontrolni kohorty.

Vzhledem k nulovym alelickym frekvenci varianty p.V202M v evropskeé i celosvétové

populaci je pomérné prekvapujici jeji nalez u jednoho jedince z kontrolni kohorty.

4.2.6 Gen SLC22A413

V kohort¢ jsme detekovali dvé vzacné nesynonymni varianty, u dvou pacientti to byla
varianta p.R16H (rs72542450) a u jednoho pacienta varianta p.R102H (rs113229654).

V kodujici sekvenci jsme dale identifikovali dvé synonymni varianty, jednu ¢astou p.AS3A
(rs9842091) a jednu vzacnou p.P186P (rs146083340). V nekodujici ¢asti sekvence jsme
nalezli Sest intronovych variant, z nichZ varianta c.1346+141G>A neni doposud uvedena

v databazich Ensembl a NCBI.

Tabulka 4.19 - Vysledky sekvenovani genu SLC22413

‘. « Alelicka Alelicka s Pocet jedincu:
Referenéni . o Zména Alelicka .
e Zména kodujici . , | frekvence | frekvence wild type /
oznaceni proteinové , v. . | frekvence v ,
. sekvence v evropské | ve svétové v . | heterozygotni /
varianty sekvence . . | naSi kohorté ,
populaci populaci homozygotni
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rs72542450 c.47G>A p-R16H 0,008 0,002 0,007 148/2/0
rs113229654 c.305G>A p.R102H 0,008 0,002 0,003 149/1/0
rs9842091 c.159T>C p.-AS3A 0,055 0,114 0,02 144/6/0
rs146083340 c.558C>T p-P186P 0,002 0,001 0,003 149/1/0
rs41285121 c.1022+31C>G ——— 0,014 0,004 0,009 147/3/0
rs551131182 | c¢.1346+107G>A - 0,001 < 0,001 0,003 149/1/0
rs2236631 ¢.1346+139C>T - 0,053 0,034 0,047 136/14/0
N/A c.1346+141G>A —_——— N/A N/A 0,003 149/1/0
rs1456539831| c.1346+164G>A - 0 0 0,003 149/1/0
rs181912533 | ¢.1346+208C>T ——— 0 0,003 0,003 149/1/0
4.2.6.1 Hodnoceni detekovanych variant
A) Analyza pomoci predikcnich programii
Tabulka 4.20 - Predikce funk¢niho dopadu nesynonymnich variant
“omatent | Kodujiei |proteinave|  SIFT | PolyPhen | Mutpred | NGO | Provenn
varianty sekvence | sekvence (hodnoceni) | (hodnoceni) | (hodnoceni) (hodnocent) (hodnoceni)
rs72542450 | c47G>A | p.R16H benigni benigni benigni benigni benigni
rs113229654 | ¢.305G>A | p.R102H benigni benigni benigni benigni benigni

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2
Predikce funkéniho dopadu variant). V tabulce je pro piehlednost uvedeno slovni hodnoceni analyzovanych

variant (kazdy program ma vlastni skore).

Z4dna z nesynonymnich variant v genu SLC22413 nema dle pouzitych predikénich programi

negativni dopad na funkci proteinu.
B) Statisticka analyza

Tabulka 4.21 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vySetfované kohorté

a v evropské populaci

Pravdépodobnost Pravdépodobnost | Pravdépodobnost
s tejnéhI()) vskytu stejného nebo stejného nebo
Referencni | MAF v mutantni alely mensiho vyskytu | vétSiho vyskytu
‘. w . . mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K p q jako je orovnani s orovnani s p-hodnota
varianty kohorté pozorovany P , P ,
potet mutantnich pozorovanym pozorovanym
alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
rs72542450 | 0,007 2 {0,008 0,992 0,26207206 0,56928947 0,69278259 0,948326
rsl113229654 | 0,003 1 0,008 | 0,992 0,21737081 0,30721741 0,9101534 0,559702
rs9842091 0,02 6 (0,055 0,945 0,00159468 0,00235839 0,99923629 0,011326
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rs146083340 | 0,003 1 0,002 | 0,998 0,3297487 0,87823071 0,45151799 0,897176
rs41285121 | 0,009 3 0,014 | 0,986 0,18564587 0,39383608 0,7918098 0,73086
rs551131182 | 0,003 1 0,001 | 0,999 0,22243454 0,96314158 0,25929297 0,714864
rs2236631 0,047 14 10,053 | 0,947 0,09582696 0,37198698 0,72383998 0,718256
rs1456539831 | 0,003 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs181912533 | 0,003 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001

Pocet alel (N) je 300. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tucné).
Seznam zkratek: K = pocet mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské
populace, q = predpoklad vyskytu wild type alely

Ve vySetfované kohorté se vzdy u jednoho pacienta vyskytly intronové varianty
c.1346+164G>A (rs1456539831) a ¢.1346+208C>T (rs181912533), jejichz alelicka
frekvence v evropské populace je nulova. Binomicky test tedy ukazal ptredpokladany
vysledek, ze jejich zachyt ve vySetfované kohort€ je statisticky vyznamny.

C) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.6 - Predpokladana sekundérni struktura OAT10 s detekovanymi variantami

protein OAT10

extraceluldarni prostor
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Pozice jednotlivych nesynonymnich missense variant je znazornéna fialové a pozice synonymnich variant je

vyznacena zelené. Topologicky model byl vytvofen pomoci programu TOPO2 (Johns 2021).

Protein OAT10 zahrnuje celkem 551 aminokyselin a z jeho modelu je patrné, Ze se vSechny
varianty v kodujici oblasti genu nachazeji v prvni tfetin€ polypeptidového fetézce od jeho N-
konce. Nesynonymni varianta p.R16H je lokalizovana v intracelularnim prostoru. Synonymni

varianta p.A53A a nesynonymni varianta p.R102H se nachazeji v extracelularnim prostoru ve
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velké smycCce, ve které jsou pfitomna mnohd glykosylacni mista (Li et al. 2019). Synonymni

varianta p.P186P je soucasti tietiho transmembranového segmentu.

D) Porovnani s kontrolni skupinou

Tabulka 4.22 - Vysledky vySetieni variant v SLC224 13 metodou tetra-primer ARMS-PCR

Referenéni « Lo Zména Pocet Alelicka Pocet jedincii: wild type /
. Zména kodujici N .oy frekvence v .
oznaceni proteinové | vySetfenych ; heterozygotni /
. sekvence 5 kontrolni ,
varianty sekvence vzorku « homozygotni
kohorté
1572542450 c.47G>A p-R16H 158 0,009 155/3/1
rs113229654 c.305G>A p.R102H 158 0,003 157/1/0

Pozn.: Metodou tetra-primer ARMS-PCR se nepodafilo vysettit vSech 174 jedincti zatazenych v kontrolni

skupiné. Diivodem nemoznosti vySettit n€které vzorky byla pravdépodobné piitomnost individualnich

polymorfismi v mistech, kde nasedaji primery navrzené na tetra-primer ARMS-PCR. Proto je tedy u kazdé

varianty uvedeny pocet vySettenych vzorkd z kontrolni kohorty.

Alelické frekvence v kontrolni kohort¢ jsou srovnatelné s alelickymi frekvencemi v kohorté

pacientl s primarni hyperurikémii a dnou i s udaji vyskytu v evropské populaci.

4.2.7 Gen SLC17A41
V koédujici €asti genu jsme detekovali pouze jednu variantu p. T269I1 (rs1165196).

V nekodujici ¢asti genu analyza odhalila pét Castych a dvé vzacné varianty.

Tabulka 4.23 - Vysledky sekvenovani genu SLC1741

- . Alelicka Alelicka A Pocet jedincii:
Referenéni « Ly Zména Alelicka .
. Zména kodujici . , | frekvence | frekvence ve wild type /
oznaceni proteinové i ‘. frekvence v .
. sekvence v evropské svétové s . | heterozygotni /

varianty sekvence . . nasi kohorté ,
populaci populaci homozygotni

rs1165196 ¢.806C>T p.T2691 0,565 0,719 0,45 47/71/32
rs115398536 c.207+115C>T —-—— 0,013 0,018 0,003 149/1/0
rs373732735 ¢.207+40C>T - 0,001 0,001 0,003 149/1/0
rs200114666 c.208-14C>T ——— 0,004 0,005 0,007 148/2/0
rs10498730 c.898-71T>C - 0,055 0,026 0,053 135/14/1
rs1165210 c.1269+61A>G -_—— 0,954 0,983 0,037 141/7/2
rs1165209 c.1179-111C>T ——— 0,565 0,72 0,367 65/60/25
rsl165215 c.*2+79C>T - 0,565 0,72 0,46 45/72/33

4.2.7.1 Hodnoceni detekovanych variant

A) Analyza pomoci predikcnich programii
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Tabulka 4.24 - Predikce funk¢niho dopadu nesynonymnich variant

Refertznclrn Z,mefl,a, meena . SIFT PolyPhen MutPred Mutation Provean
oznacent kodujici | proteinové (hodnoceni) | (hodnoceni) | (hodnoceni) Taster (hodnoceni)
varianty | sekvence | sekvence (hodnoceni)
rs1165196 | ¢.806C>T | p.T2691 benigni benigni benigni benigni benigni

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2
Predikce funkéniho dopadu variant). V tabulce je pro piehlednost uvedeno slovni hodnoceni analyzovanych

variant (kazdy program ma vlastni skore).

Predik¢nimi programy jsme dosli k jednotnému vysledku, ze je varianta p.T2691 benigni, coz
se dalo predpokladat vzhledem k jejimu Castému vyskytu (MAF v evropské populaci je
0,565).

B) Statisticka analyza

Tabulka 4.25 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vySetrované kohorté

a v evropské populaci

< Pravdépodobnost | Pravdépodobnost
l;:;z‘;;%"g;&‘;‘:it stejného nebo stejného nebo
Referen¢ni | MAF v mutantni alely mensiho vyskytu | vétSiho vyskytu
< . w . . mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K p q jako je orovnani s orovnani s p-hodnota
varianty | kohorté pozorovany P . P .
potet mutantnich pozorovanym pozorovanym
alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
rs1165196 0,45 135 10,565 | 0,435 0,00001581 0,00004092 0,99997489 0,000076
rs115398536 | 0,003 1 0,013 | 0,987 0,07796385 0,0976947 0,98026915 0,22123
rs373732735| 0,003 1 0,001 | 0,999 0,22243454 0,96314158 0,25929297 0,714864
rs200114666 | 0,007 2 (0,004 | 0,99 0,21735282 0,87983549 0,33751733 0,548822
rs10498730 | 0,053 16 |0,055| 0,945 0,10115046 0,51509415 0,58605631 1
rs1165210 0,037 11 10,954 | 0,046 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rs1165209 | 0,367 110 |0,565| 0,435 <0,00000001 <0,00000001 >0,99999999 <0,000001
rsl165215 0,46 138 | 0,565 | 0,435 0,00005943 0,000164 0,99989543 0,000306

Pocet alel (N) je 300. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tucné).
Seznam zkratek: K = po¢et mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské
populace, q = predpoklad vyskytu wild type alely

Signifikantné nizsi alelicka frekvence v nasi kohort€ byla zjisténa u ¢ty variant, konkrétné u
p.T2691 (rs1165196), ¢.1269+61A>G (rs1165210), c.1179-111C>T (rs1165209) a
c.*2+79C>T (rs1165215). Piekvapive velky rozdil v alelické frekvenci je pfedevSim u
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varianty ¢.1269+61A>G (MAF v kohorté¢ pacienti je 0,037 versus MAF v evropské populaci
je 0,954).

C) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.7 - Predpokladana sekundarni struktura NPT1 s detekovanymi variantami

protein NPT1

extraceluldrni prostor

plazmaticka membrana

cytoplazma

Pozice nesynonymni missense varianty je znazornéna fialové. Topologicky model byl vytvofen pomoci
programu TOPO2 (Johns 2021).

Jedind nesynonymni varianta p.T2691 se nachazi v transmembranové oblasti proteinu,

konkrétné v patém transmembranovém segmentu.

4.2.8 Gen SLC17A43

V kohort¢ pacientli s hyperurikémii a dnou se vyskytly dvé ¢asté nesynonymni varianty
p-A100T (rs1165165) ap.G279R (rs56027330) a dale jedna béZné synonymni varianta
p-S448S (rs942379). Ze sedmi detekovanych intronovych variant byly jen dvé Casté.

Tabulka 4.26 - Vysledky sekvenovani genu SLC1743

« . Alelicka Alelicka s Pocet jedinci:
Referen¢ni « L Zména Alelicka .
e Zména kodujici . , | frekvence | frekvence ve wild type /
oznaceni proteinové . R frekvence v ;
. sekvence v evropské svétové wr . | heterozygotni /

varianty sekvence . . nasi kohorté ;
populaci populaci homozygotni

rs1165165 c.298G>A p.-A100T 0,228 0,216 0,29 75/63/12
rs56027330 c.835G>A p.G279R 0,136 0,069 0,153 105/44 /1
15942379 c.1344T>C p-S448S 0,539 0,703 0,553 33/68/49
rs78088212 c.-33-97G>A -——— 0,007 0,006 0,007 148/2/0
rs776724707 c.625+46C>T - 0 0 0,007 148/2/0
rsl1165189 c.1272-871T>G -——— 0,251 0,226 0,3 71/68/11
rs536316856 | ¢.1362+115T>C -——— 0,001 < 0,001 0,007 148/2/0
rsl1165188 c.1272-146T>C -——— 0,023 0,085 0,017 145/5/0
rs201755694 c.1272-47T>G -——— 0,001 < 0,001 0,003 149/1/0

71



| 15534795478 ¢.1362+60T>G | ——— | 0,001 | <0001 | 0,003 | 149/1/0
4.2.8.1 Hodnoceni detekovanych variant
A) Analyza pomoci predikcnich programii
Tabulka 4.27 - Predikce funk¢niho dopadu nesynonymnich variant
Referevncr’n Z,mefl,a, meena . SIFT PolyPhen MutPred Mutation Provean
oznacent kodujici | proteinové (hodnoceni) | (hodnoceni) | (hodnoceni) Taster (hodnoceni)
varianty sekvence sekvence (hodnoceni)
rs1165165 | c.298G>A | p.A100T benigni benigni benigni benigni benigni
rs56027330 | ¢.835G>A | p.G279R benigni benigni benigni benigni benigni

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2

Predikce funkéniho dopadu variant). V tabulce je pro piehlednost uvedeno slovni hodnoceni analyzovanych

variant (kazdy program ma vlastni skore).

Podle vysledki predikénich programl nema ani jedna ze dvou identifikovanych

nesynonymnich variant negativni dopad na funkci proteinu.

B) Statisticka analyza

Tabulka 4.28 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vySetfované kohorte

a v evropské populaci

< Pravdépodobnost | Pravdépodobnost
l::;‘j;(;flﬂo‘?;::;zt stejného nebo stejného nebo
Referen¢ni | MAF v mutantni alely mensiho vyskytu | vétSiho vyskytu
v . “ . . mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K p q jako je orovnAni s orovnANi $ p-hodnota
varianty | kohorté pozorovany P . P .
potet mutantnich pozorovanym pozorovanym
alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
rs1165165 0,29 87 10,228 | 0,772 0,0022973 0,99483039 0,00746692 0,012744
rs56027330 | 0,153 46 0,136 | 0,864 0,04404522 0,83201216 0,21203307 0,428588
rs942379 0,553 166 |0,539 | 0,461 0,04088336 0,7104841 0,33039926 0,659846
rs78088212 | 0,007 2 10,007 0,993 0,27091595 0,64953741 0,62137854 0,781782
rs776724707 | 0,007 2 0 1 < 0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs1165189 0,3 90 (0,251 | 0,749 0,00796345 0,97689089 0,03107256 0,058648
rs536316856 | 0,007 2 10,001| 0,999 0,03328725 0,99642883 0,03685842 0,02838
rsl165188 0,017 5 10,023 0,977 0,13164704 0,3107562 0,82089084 0,589744
rs201755694 | 0,003 1 0,001 | 0,999 0,22243454 0,96314158 0,25929297 0,714864
rs534795478 | 0,003 1 0,001 | 0,999 0,22243454 0,96314158 0,25929297 0,714864
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Pocet alel (N) je 300. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tucné).
Seznam zkratek: K = pocet mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské
populace, q = pfedpoklad vyskytu wild type alely

U dvou pacientl byla detekovana heterozygotni intronova varianta ¢.625+46C>T
(rs776724707), ktera ma dle databazi nulovou alelickou frekvenci v evropské i v celosvétové
populaci. Neni tedy prekvapivé, ze dle vysledki binomického testu je vyssi vyskyt této

varianty v kohorté pacientt s hyperurikémii a dnou statisticky vyznamny.

C) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.8 - Predpokladana sekundarni struktura NPT4 s detekovanymi variantami

protein NPT4

extracelularni prostor

plazmaticka membrana

cytoplazma

Pozice jednotlivych nesynonymnich missense variant je zndzornéna fialoveé a pozice synonymni varianty je

vyznacend zelené. Topologicky model byl vytvofen pomoci programu TOPO2 (Johns 2021).

Obé& nesynonymni varianty se nachazeji v intracelularnim prostoru, zatimco synonymni

varianta p.S448S je soucasti transmembranového segmentu.

4.2.9 Gen SLC22A46

V kohorté€ jedincti s hyperurikémii a dnou jsme identifikovali pouze jednu vzacnou
nesynonymni variantu p.P104L (rs11568627). Dvé ¢asté synonymni varianty p.P84P
(rs11568628) ap.P117P (rs11568629) se vyskytly vzdy soucasné (Zadny pacient nemél pouze
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jednu z téchto variant). Kromé toho jsme u jednoho pacienta nasli vzécnou synonymni

variantu p.Y111Y (rs756195374). Dale jsme detekovali tfi Casté a Sest vzacnych intronovych
variant. Intronova varianta ¢.797+8G>A (rs1323492446) se nachazi v oblasti, kterd ma vliv

na sestiih proteinu.

Tabulka 4.29 - Vysledky sekvenovani genu SLC2246

Referenéni Zména Zména Alelicka Alelicka Alelicka P(?éet jedincu:
oznadeni kédujici proteinové frekvence’ frekvvencci frekvefl’ce v | wild type / ]
varianty sekvence sekvence | ¥ evropslfe ve svetov.e nasi heterozygotrfl /

populaci populaci kohorté | homozygotni

rs11568627 c311C>T p-P104L 0,005 0,001 0,007 148/2/0

rs11568628 c.252G>T p.P84P 0,068 0,023 0,09 125/23/2

rs11568629 c.351A>G p.P117P 0,065 0,022 0,09 125/23/2

rs756195374 ¢.333T>C p.YI11Y 0 0 0,003 149/1/0
rs10897312 ¢.369+136C>T —_—— 0,082 0,211 0,067 130/20/0
rs1323492446 c.797+8G>A ——— 0 0 0,007 148/2/0
rsl11568614 c.798-57C>G ——— < 0,001 0,001 0,007 148/2/0
rs2276300 c.921+33C>T —_—— 0,001 0,034 0,009 147/3/0
rs369866532 c.922-28G>A ——— 0 0 0,003 149/1/0
rs3017671 1252+61T>C ——— 1 0,996 1 0/0/150
rsl11568633 ¢.1361+56C>T —_—— 0,027 0,009 0,009 147/3/0
rs1031587383 | c.1361+25T>C ——— N/A N/A 0,003 149/1/0
rs3017670 c.1362-172T>C —_—— 0,842 0,846 0,137 127/5/18
4.2.9.1 Hodnoceni detekovanych variant
A) Analyza pomoci predikcénich programii
Tabulka 4.30 - Predikce funkéniho dopadu nesynonymnich variant
Referen¢ni | Zména Zména Mutation
oamsie | Kt |proinre | SITT | Pt | Mutred | Vg | ean
varianty | sekvence | sekvence (hodnoceni)
rs11568627 | ¢311C>T | p.P104L | poskozujici poglczzz?l?ici benigni | poskozujici | poskozujici

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2
Predikce funkéniho dopadu variant). V tabulce je pro prehlednost uvedeno slovni hodnoceni analyzovanych

variant (kazdy program ma vlastni skore).

In silico predikce naznacuje, Ze ma varianta p.P104L negativni dopad na funkei proteinu.

B) Statistickd analyza
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Tabulka 4.31 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vysetfované kohorte

a v evropské populaci

Pravdépodobnost Prav.de,podobnost Prav.de’podobnost
. . , stejného nebo stejného nebo
stejného vyskytu mensSiho vyskytu | vétSiho vyskytu
Referen¢éni | MAF v mutantni alely VySKy ySey
o “ . . mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K p q jako je orovnani s orovnani s p-hodnota
varianty kohorté pozorovany P . P .
otet mutantnich | PeZorevanym pozorovanym
P alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
rs11568627 0,007 2 0,005 | 0,995 0,2517564 0,80916247 0,44259393 1
rs11568628 0,09 27 0,068 |0,932 0,02817034 0,94327421 0,08489613 0,161824
rs11568629 0,09 27 0,065 | 0,935 0,02003262 0,96431987 0,05571275 0,101138
rs756195374 | 0,003 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs10897312 0,067 20 0,082 |0,918 0,05588743 0,19606899 0,85981845 0,388264
rs1323492446 | 0,007 2 0 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs11568614 0,007 2 0 ;Ol 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001
rs2276300 0,009 3 0,001 |0,999 0,00330984 0,99973867 0,00357117 0,000058
7369866532 | 0,003 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs3017671 1 300 1 0 >0,99999999 >0,99999999 >0,99999999 1
rs11568633 0,009 3 0,027 | 0,973 0,0258501 0,03776039 0,98808971 0,101308
rs3017670 0,137 41 0,842 | 0,158 | <0,00000001 < 0,00000001 >0,99999999 <0,000001

Pocet alel (N) je 300. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tu¢ng).
Seznam zkratek: K = pocet mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské
populace, q = ptedpoklad vyskytu wild type alely

Binomicky test odhalil u péti vzacnych variant statisticky vyznamnou vyssi alelickou
frekvenci v porovnani s evropskou populaci. Konkrétné se jedné o varianty p.Y111Y
(rs756195374), c.797+8G>A (rs1323492446), ¢.798-57C>G (rs11568614), c.921+33C>T
(rs2276300) a ¢.922-28G>A (rs369866532). Naopak signifikantn€ nizsi byla alelicka
frekvence u Casté intronové varianty ¢.1362-172T>C (rs3017670, MAF v nasi kohorté 0,137
versus MAF v evropské populaci 0,842).

C) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.9 - Predpokladana sekundérni struktura OAT1 s detekovanymi variantami
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Pozice jednotlivych nesynonymnich missense variant je znadzornéna fialové a pozice synonymnich variant je

vyznacend zelené. Topologicky model byl vytvoien pomoci programu TOPO2 (Johns 2021).

Z modelu proteinu je patrné, ze vSechny nesynonymni a synonymni varianty se nachdzeji

v extracelularni smycce, ve které se nachazeji mnoha glykosyla¢ni mista (Li et al. 2019).

D) Porovnani s kontrolni skupinou

Tabulka 4.32 - Vysledky vySetieni variant v SLC22A46 metodou tetra-primer ARMS-PCR

Referenéni " . Zména Pocet Alelicka Pocet jedincu: wild type /
. . Zména kédujici C R frekvence v .
oznaceni proteinové | vySetienych , heterozygotni /
. sekvence 5 kontrolni ,
varianty sekvence vzorku « homozygotni
kohorté
rsl11568627 c.311C>T p.P104L 158 0,006 156/2/0

Pozn.: Metodou tetra-primer ARMS-PCR se podatilo vySetfit vSech 174 jedinct zafazenych v kontrolni skupiné.
Dtivodem nemoznosti vySetfit nékteré vzorky byla pravdépodobné pritomnost individualnich polymorfismi
v mistech, kde nasedaji primery navrzené na tetra-primer ARMS-PCR. Varianta p.P104L byla vySetfena u 158

vzorku z kontrolni kohorty.

Alelicka frekvence v kontrolni kohort¢ je prakticky totoznd s alelickymi frekvencemi

v kohort€ pacienttli i v evropské populaci.

4.2.10 Gen SLC22A48

V genu SLC2248 jsme detekovali tfi vzacné nesynonymni jednonukleotidové varianty
p.R149C (rs45566039), p. V4481 (rs11568486) a p.R513G (rs145474422). V analyzovanych
vzorcich se dale vyskytovaly tfi synonymni jednonukleotidové zamény, z nichz se p.L317L
(rs57743826) vyskytuje vzacne, p.T241T (rs2276299) se vyskytuje bézné a alelicka
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frekvence pro variantu p.P51P (rs4149180) se znacné 1i$i mezi evropskou a celosvétovou
populaci (0,027 versus 0,191). V kohort¢ jsme dale detekovali dvé ¢asté intronové varianty
c.437+79G>C (rs4149182) a ¢.1326-62G>A (rs2187384). U jednoho pacienta byla nalezena
jednonukleotidové intronova zameéna c.728+133T>C, ktera dosud neni uvedena ve verejné
dostupnych databazich NCBI a Ensembl. V kohort¢ byla detekovana také intronova varianta
c.1326-4G>A (rs767079100), ktera ziejme vede k alternativnimu sestiihu.

Tabulka 4.33 - Vysledky sekvenovani genu SLC2248

- . Alelicka Alelicka . ., | Pocet jedinci:
Referen¢ni « . Zména Alelicka .
‘. Zména kodujici . , | frekvence | frekvence ve wild type /
oznaceni proteinové . ‘. frekvence v .
. sekvence v evropské svétoveé wr . | heterozygotni /

varianty sekvence . . nasi kohorté ,
populaci populaci homozygotni
1545566039 c.445C>T p-R149C 0 0 0,003 149/1/0
rs11568486 c.1342G>A p- V4481 0,015 0,005 0,007 148/2/0
rs145474422 c.1538G>A p.R513G 0,003 0,001 0,007 148/2/0
rs4149180 c.153G>A p.P51P 0,027 0,191 0,033 140/10/0
rs2276299 c.723T>A p.T241T 0,181 0,186 0,14 112/34/4
rs57743826 c.951G>A p.L317L 0,015 0,005 0,01 147/3/0
rs4149182 ¢.437+79G>C -——— 0,211 0,261 0,26 86/50/14
N/A ¢.728+133T>C -——— N/A N/A 0,003 149/1/0
rs2187384 c.1326-62G>A -——— 0,192 0,132 0,247 89/48/13
rs767079100 c.1326-4G>A -——— 0 0 0,003 149/1/0

4.2.10.1 Hodnoceni detekovanych variant

A) Analyza pomoci predikcénich programii

Tabulka 4.34 - Predikce funkéniho dopadu nesynonymnich variant

Refereincr'u Z'mefl'a' me:na . SIFT PolyPhen MutPred Mutation Provean
oznacent kédujici proteinove (hodnoceni) | (hodnoceni) | (hodnoceni) Taster (hodnoceni)
varianty sekvence sekvence (hodnoceni)

rs45566039 c.445C>T p-R149C poskozujici poskozujici | poskozujici | poskozujici | poskozujici

rs11568486 c.1342G>A p-V4481 benigni benigni benigni benigni benigni

rs145474422 | c.1538G>A p-R513G benigni benigni benigni benigni benigni

Byly pouzity predikéni programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2
Predikce funkéniho dopadu variant). V tabulce je pro prehlednost uvedeno slovni hodnoceni analyzovanych

variant (kazdy program ma vlastni skore).

Ze tfi nesynonymnich jednonukleotidovych variant mé dle vSech predik¢énich programit

negativni dopad na funkci proteinu varianta p.R149C.

B) Statistickd analyza
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Tabulka 4.35 - Binomicky test k porovnani alelické frekvence variant ve vysetfované kohorté

a v evropské populaci

Pravdépodobnost Pravdépodobnost | Pravdépodobnost
s tejnéhl:) vyskytu stejného nebo stejného nebo
Referencni | MAF v mutantni alely mensiho vyskytu | vétSiho vyskytu
‘. w . . mutantni alely v | mutantni alely v
oznaceni nasi K p q jako je orovnani s orovnani s p-hodnota
varianty | kohorté pozorovany P , P ,
potet mutantnich pozorovanym pozorovanym
alel poctem poctem
mutantnich alel | mutantnich alel
7545566039 | 0,003 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 < 0,00000001 <0,000001
rs11568486 | 0,007 2 0,015 | 0,985 0,11167132 0,1714587 0,94021262 0,342132
rs145474422 | 0,007 2 0,003 | 0,997 0,16487778 0,93741545 0,22746233 0,526468
rs4149180 | 0,033 10 | 0,027 | 0,973 0,10279405 0,80850073 0,29429332 0,618
rs2276299 0,14 42 | 0,181 | 0,819 0,01078757 0,03529503 0,97549255 0,076818
rs57743826 | 0,01 3 0,015 | 0,985 0,16892413 0,34038284 0,8285413 0,6348
rs4149182 0,26 78 | 0,211 | 0,789 0,00672208 0,98244338 0,0242787 0,044504
rs2187384 | 0,247 74 | 0,192 | 0,808 0,00355838 0,9920226 0,01153578 0,01977
rs767079100| 0,003 1 0 1 <0,00000001 >0,99999999 <0,00000001 <0,000001

Pocet alel (N) je 300. Za statisticky vyznamnou je povazovana p-hodnota < 0,0005 (zvyraznéno tucng).

Seznam zkratek: K = pocet mutantnich alel, p = pfedpoklad vyskytu mutantni alely, tedy MAF evropské

populace, q = ptedpoklad vyskytu wild type alely

Binomicky test ukdzal, ze vyskyt velmi vzacnych variant p.R149C (rs45566039) a c.1326-
4G>A (rs767079100) ve vysetfované kohorté je statisticky vyznamny v porovnani

s alelickymi frekvencemi v evropské populaci, které jsou podle dostupnych databazi rovny

nule.

C) Analyza umisténi v polypeptidové struktuie

Obrazek 4.10 - Pfedpokladana sekundarni struktura OAT3 s detekovanymi variantami
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Pozice jednotlivych nesynonymnich missense variant je znazornéna fialové a pozice synonymnich variant je

vyznacena zelené. Topologicky model byl vytvoien pomoci programu TOPO2 (Johns 2021).

Nesynonymni i synonymni varianty jsou rozprostieny ve struktuie proteinu bez zjevné

tendence k vyskytu v urcitych oblastech. Synonymni varianta p.P51P se nachazi

extracelularné v oblasti, kde se u OAT proteini typicky nachéazeji glykosylaéni mista, zatimco

intracelularni smycka se synonymni variantou p.L317L je charakteristicka pfitomnosti
fosforylovanych zbytkl (Li et al. 2019).

D) Porovnani s kontrolni skupinou

Tabulka 4.36 - Vysledky vySetfeni variant v SLC2248 metodou tetra-primer ARMS-PCR

Referen¢ni « L, Zména Pocet Alelicka Pocet jedincu: wild type /
. Zména kodujici L N frekvence ,
oznaceni proteinové | vySetienych , | heterozygotni /
. sekvence 5 v kontrolni ,
varianty sekvence vzorku " homozygotni
kohorté
rs45566039 c.445C>T p-R149C 146 0 146/0/0
rs11568486 c.1342G>A p-V4481 158 0,003 157/1/0
rs145474422 c.1538G>A p-R513G 158 0,006 156/2/0

Pozn.: Metodou tetra-primer ARMS-PCR se nepodafilo vysetfit vSech 174 jedinct zafazenych v kontrolni

skupiné. Divodem nemoznosti vysetfit nékteré vzorky byla pravdépodobné ptitomnost individualnich

polymorfismi v mistech, kde nasedaji primery navrzené na tetra-primer ARMS-PCR. Proto je tedy u kazdé

varianty uvedeny pocet vySetienych vzorkt z kontrolni kohorty.

V kontrolni kohorté se podle ocekavani nevyskytla velmi vzacna varianta p.R149C. Alelické

frekvence variant p.V448I a p.R513G se mezi kontrolni skupinou, kohortou pacientt

s primarni hyperurikémii a dnou a evropskou populaci nijak zadsadné nelisi.
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5. Diskuze

Sekvenacni analyzou a naslednym hodnocenim variant v genech ABCG2, ABCC4,
SLC22A412, SLC2A49, SLC22A411, SLC22A413, SLC17A1, SLC17A43, SLC2246 a SLC22A48 se
nam podafilo nejen identifikovat varianty, které jsou pravdépodobné asociovany s primarni

hyperurikémii a dnou, ale i varianty, které pravdépodobné snizuji riziko tohoto onemocnéni
(viz Tabulka 5.1).

5.1 Diskuze k vysledkim sekvenovani jednotlivych geni

5.1.1 Gen ABCG2

Protein ABCG2 je z hlediska vzniku hyperurikémie a dny nejvyznamnéjSim uratovym
transportérem. Bylo jiz identifikovano velké mnoZstvi variant v kodujicim genu ABCG2, které
jsou asociovany se snizenou exkreci kyseliny mo¢ové (Matsuo et al. 2009; Higashino et al.
2017; Toyoda et al. 2019) (viz Ptiloha 4).

Ve vySettované kohorté jsme detekovali Castou variantu p.V12M (rs2231137), kterd je
na rozdil od jinych nesynonymnich variant v tomto genu pravdépodobné asociovana se
snizenym rizikem rozvoje hyperurikémie a dny (Zhou et al. 2014; Tu et al. 2014; Yu et al.
2017; Toyoda et al. 2019) (viz Ptiloha 4), ackoli nevede ke zméné exprese proteinu a ani
neovliviiuje jeho transportni aktivitu (Matsuo et al. 2009; Higashino et al. 2017). Neni tedy
zatim jasné, jakym zplisobem milize varianta p.V12M sniZovat riziko dny (Lukkunaprasit et al.
2020). Pokud jde o naSe data, tak jsme binomickym testem zjistili, ze se u jedincii
s hyperurikémii a dnou vyskytuje p.V12M skutecné signifikantn€ méné Casto nez v evropské
populaci (p-hodnota = 0,000088).

Druhou ¢astou nesynonymni variantou vyskytujici se v nasi kohorté je p.Q141K
(rs2231142), jejiz alelicka frekvence je dle provedeného binomického testu vyznamné Castéjsi
v kohort¢ pacientl s primarni hyperurikémii a dnou nez v evropské populaci (p-hodnota <
0,000001). Pfitomnost této varianty vede k vyznamnému snizeni exprese proteinu ABCG2,
podle jedné studie 0 47,2 % (Matsuo et al. 2009). Pfitomnost p.Q141K ma dopad i na
transportni funkci proteinu, ktera je sniZzena ptiblizné o 53 % (Woodward et al. 2009).
Dlivodem miiZe byt to, Ze p.Q141K vede ke zvySené citlivosti na degradaci proteinu ABCG2
v proteazomech (Furukawa et al. 2009). Zaroven byla opakované potvrzena asociace této
varianty s hyperurikémii a dnou (Dehghan et al. 2008; Phipps-Green et al. 2010; Matsuo et al.
2011; Zhang et al. 2013; Higashino et al. 2017). V souvislosti s p.Q141K jsou zajimav¢ také
nase predchozi vysledky tykajici se 31 pacientii s ndstupem primarni hyperurikémie a dny
v détském a adolescentnim véku. Varianta p.Q141K se vyskytla u 42,9 % jedincti s dnou au
35,3 % jedincii s hyperurikémii (Stiburkova et al. 2019) (viz Ptiloha 3). Pro porovnani je tieba
uvést, Ze u pacientll zatazenych v kohort€ prezentované v této praci, u kterych prevlada

nastup onemocnéni v dospélém véku, ma tato varianta frekvenci 23,8 % (alelicka frekvence
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v evropskeé populaci je 9,4 %), coz bylo binomickym testem vyhodnoceno jako statisticky
vyznamne.

Ptitomnost varianty p.Q141K je komplikaci v 1é¢bé dny, jelikoz je asociovana se
Spatnou odpovédi na 1é¢bu alopurinolem (Roberts et al. 2017; Wallace et al. 2018). Nase
piedchozi data tuto souvislost také naznacila, 1 kdyz vysledky nebyly statisticky signifikantni
(Stiburkova et al. 2017) (viz Ptiloha 2). Touto problematikou jsme se zabyvali u pacienta s
tézkou tof6zni dnou a nefrolitidzou, ktery velmi Spatné reagoval na 1écbu alopurinolem.
Sekvenovanim u néj byla zjisténa heterozygotni varianta p.Q141K a také vzacna
nesynonymni varianta p.A161S v genu HPRT1, ktery kdéduje hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferazu. Deficience tohoto enzymu vedla u pacienta k vyrazné hyperurikémii
zpusobené zvysenou produkci purinti, ktera byla navic komplikovana pfitomnosti p.Q141K
v genu ABCG?2 (Petru et al. 2016).

Obé Casté nesynonymni varianty p.V12M a p.Q141K jsou v odborné literatute
diskutovany také ve spojitosti s rakovinou a s odpovédi na farmakoterapii. Zavéry se vSak
znaéné lisi mezi jednotlivymi populacemi a také u riiznych typi rakoviny (Chen et al. 2019).
U karcinomu prsu byla opakované potvrzena asociace s variantami v ABCG2. Jedna ¢inska
studie zjistila signifikantn€ vyssi riziko rakoviny prsu u Zen s nasledujicimi alelami:
homozygotni p.Q141K, nebo homozygotni p.V12M, nebo homozygotni p.Q141K
v kombinaci s heterozygotni p.V12M, nebo heterozygotni p.Q141K v kombinaci s
homozygotni p.V12M (Wu et al. 2015). Nositelky homozygotnich variant p.V12M a
p.Q141K vsak vykazovaly lepsi odpoveéd’ na chemoterapii. Autofi dalsi studie se zaméfovali
na kurdské pacientky s rakovinou prsu, u kterych zjistili asociaci homozygotni varianty
p.Q141K s rychlejsi progresi onemocnéni (Ghafouri et al. 2016). V této praci byla navic
pozorovana u nositelek p.Q141K lepsi odpoveéd’ na antracykliny a dalsi cytostatika.

Studie tykajici se dalSich druhli rakoviny nejsou takto jednotné. Z rozsahlé
metaanalyzy, ve které se autofi zaméfovali na souvislost mezi p.Q141K a rakovinou
v riznych svétovych populacich, vyplynulo, Ze je tato varianta asociovana se snizenou
nachylnosti ke vzniku onemocnéni (Chen et al. 2012). Do této analyzy byly zatazeny studie
tykajici se kolorektalniho karcinomu, lymfomu, leukémie, rakoviny prostaty a renalniho
karcinomu. Pokud jde o kolorektalni karcinom, tak jedna tureck4 studie dosla k rozdilnym
zaveram, tedy Ze varianta p.Q141K je asociovand s timto onemocnénim (Sari et al. 2015).

Z nesynonymnich variant jsme ve vySetfované kohorté¢ detekovali kromé p.V12M a
p-Q141K uZ jen vzacné nesynonymni varianty, které se obvykle vyskytly u jednoho nebo
dvou pacientl. Jednalo se o varianty p.R147W (rs372192400), p.T153M (rs753759474),
p.-F373C (rs752626614), p.TA21A (rs199854112), p.T434M (rs769734146), p.S476P,
p.S572R (rs200894058) a p.D620N (rs34783571). V kohorte jsme navic objevili tiibadzovou
deleci p.K360del (rs750972998). Kolegové z Katedry bunécné biologie Ptirodovédecké
fakulty UK a z Oddéleni farmacie Tokijské univerzity provedli funkéni charakterizaci téchto

variant (Toyoda et al. 2019) (viz Ptiloha 4). Dopad jednotlivych variant zkoumali na trovni
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exprese proteinu, jeho lokalizace a aktivity pfenosu uratu, k ¢emuz pouzivali expresni systém
oocytl Xenopus leavis a lidské embryonalni ledvinné buniky. Dosli k nasledujicim zédveéram:
e Varianty p.R147W a p.S572R: Vedou k vyrazné snizené expresi proteinu (o vice nez

75 %) a k nulové transportni funkci.

e Varianta p.T153M: Vede k vyrazné snizené expresi proteinu (o vice nez 50 %) a ke
snizené transportni funkci (asi o 75 %).

e Varianta p.F373C: Vede k vyrazné snizené expresi proteinu (o vice nez 50 %) a ke
snizené transportni funkci (asi o 50 %).

e Varianty p.T434M a p.S476P: Neovliviiuji expresi proteinu, ale vyrazn¢ snizuji
transportni funkci proteinu (je skoro nulova).

e Varianty p.K360del, p.T421A a p.D620N: Neovliviluji expresi ani transportni funkci
proteinu.

K témto vzacnym variantam bohuzel neni dostupnd skoro zadna dalsi literatura.
Zminku lze najit k varianté p.D620N, kterd by podle zavért jedné studie méla vést k nizsi
transportni aktivité proteinu, coz je sice v protikladu s nasimi vysledky, ale autofi nezkoumali
pfimo schopnost pfenosu uratu (Vethanayagam et al. 2005). Binomickym testem jsme
nezjistili vyznamny rozdil mezi alelickou frekvenci p.D620N v kohorté pacientil
s hyperurikémii a dnou a evropskou populaci. Varianty p.R147W, p.T153M, p.F373C,
p.T421A, p.T434M, p.S476P a p.S572R mély v porovnani s evropskou populaci v nasi
vySetfované kohort¢ signifikantné vyssi MAF (p-hodnota < 0,000001), coz byl ocekavany
vysledek vzhledem k velmi vzacnému vyskytu téchto variant. Neptedpoklddame tedy, Ze je
p.D620N asociovana s vys$§im rizikem vzniku hyperurikémie a dny.

Vzacnd intronova varianta ¢.689+1G>A (rs757389397), kterou jsme objevili u
jednoho pacienta s tézkou tof6zni dnou, vede k alternativnimu sestiihu a vzniku ptedcasného
stop kodonu (Stiburkova et al. 2016b).

Podle zavéri rozsahlé tchajwanské studie intronové varianty ¢.203+36A>G
(rs4148152), c.1195-60A>T (rs2231148) a c.1738-46G>A (rs2231164) snizuji riziko vzniku
dny (Yu et al. 2017). V porovnani s evropskou populaci se tyto varianty vyskytuji ve
vySetfované kohorté pacientl s hyperurikémii a dnou s vyznamné niZsi alelickou frekvenci (p-
hodnota < 0,0005), coz by korespondovalo se zavéry vyse uvedené studie. Casta intronova
varianta ¢.1492+49G>T (rs2231156) je dle tchajwanské prace naopak asociovana se
zvySenym rizikem vzniku dny. V nas$i kohort¢ se tato varianta vyskytovala s vyrazné nizsi
alelickou frekvenci nez v evropské populaci (MAF = 0,194 versus MAF = 0,401, p-hodnota <
0,000001). I kdyz naSe vysledky odpovidaji zdvéram vyse uvedené studie, tak je tfeba
piihlédnout k tomu, Ze se dopad jednotlivych SNP mezi riiznymi populacemi muze lisit.

K témto variantdm bohuzel nejsou k dispozici dalsi studie, které by se tykaly asociace

s kyselinou mocovou, hyperurikémii ¢i dnou.
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5.1.2 Gen ABCC4

V tomto genu jsme detekovali piedevsim alelické varianty, které vedou dle literatury
k riznym Iékovym rezistencim a o jejich vlivu na hladinu kyseliny mocové a o mozné
asociaci s hyperurikémii a dnou neni nic zndmo. V nasi kohort¢ jsme podle ocekéavani
nedetekovali intronovou variantu ¢.2034+124C>A (rs4148500), ktera je asociovana
s hyperurikémii, dnou a snizenou frak¢ni exkreci kyseliny mocové (Tanner et al. 2017). Tato
varianta se totiz prakticky nevyskytuje u Evropanil, zatimco u polynéské populace je Casta
(MAF = 0,24). V nasi kohort¢ jsme nenasli ani dal$i nesynonymni variantu p.P1036L, ktera
snizuje transportni aktivitu MRP4 o 30%. Tato varianta se zfejmé vyskytuje jenom u
polynéské populace (Tanner et al. 2017).

Neni zndma zadna asociace Casté nesynonymni varianty p.G187W (rs11568658) s
dnou. Tento SNP je poskozujici podle tii predikénich programi (z péti pouzitych), avsak jeho
alelicka frekvence ve vySetfované kohort€ se dle binomického testu signifikantné nelisila od
evropské populace. Tato varianta je vSak vyznamna z hlediska vzniku rezistence u 1é¢iv
pouzivanych v terapii rakoviny (Tsukamoto et al. 2019).

Nesynonymni varianta p.E757K (rs3765534) vede podle japonské studie ke zvyseni
toxicity thiopurinovych 1é¢iv, coz jsou imunosupresiva pouzivand mimo jiné v terapii
rakoviny (Krishnamurthy et al. 2008). Zatimco v Evropé se jedna o vzacnou variantu (MAF =
0,009), tak v Japonsku je ¢asta (MAF = 0,18), coz souvisi s pomérné béznym vyskytem
nezéadoucich ucinki po thiopurinovych lécich. V nasi kohorté nebyla alelicka frekvence této
varianty signifikantné ¢ast&j$i neZ v evropské populaci a ani nejsou dostupné studie, které by
naznacovaly souvislost p.E757K s hyperurikémii a dnou.

Casta nesynonymni varianta p.K1116N (rs]751034) je podle jedné studie asociovana s
tubularni dysfunkci u pacientd uzivajicich antiretrovirové 1é¢ivo tenofovir (Salvaggio et al.
2017). Za zminku stoji, Ze v nasi vySetfované kohorté byla tato varianta signifikantné¢ méné
Castd nez v evropské populaci (MAF = 0,367 versus MAF = 0,811, p-hodnota < 0,000001).

Z hlediska lékovych rezistenci je vyznamna 1 dalsi ¢astd nesynonymni varianta
p.K304N (rs2274407), jejiz alelicka frekvence je dle pouzitého binomického testu vyznamné
niZsi u pacientll zafazenych v nasi kohorté nez v evropské populaci (MAF = 0,02 versus MAF
= 0,081, p-hodnota = 0,000166). Tato varianta se nachdzi v akceptorovém misté sestiihu
exonu 8 a je podle jedné studie spojena s rezistenci vici chemoterapii u déti s akutni
lymfoblastickou leukémii (Mesrian Tanha et al. 2017).

Dalsi nesynonymni varianty p.R317S (rs2274406), p. 1866V (rs139970608) a
p.T1142M (rs11568644), které jsme identifikovali u pacientil s primarni hyperurikémii a
dnou, jsou také zkoumany z hlediska riznych Iékovych rezistenci, 1 kdyZ u nich zatim nebyl
prokéazan jasny dopad na rozdil od vySe uvedenych variant. Zatim neni nic zndmo o jejich
mozné asociaci s hyperurikémii a dnou, coz se tyka i dalSich synonymnich a intronovych

variant detekovanych v nasi kohort¢.
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5.1.3 Gen SLC22A412

Protein URAT1 obstarava vyhradné reabsorpci kyseliny moc¢ové v proximalnich
tubulech ledvin a spiSe nez ve spojitosti s hyperurikémii a dnou je zndm v souvislosti se
vzéacnou primarni renélni hypourikémii typu 1 (OMIM # 220150) (Mancikova et al. 2016).
Mezi genetické varianty vedouci ke vzniku tohoto onemocnéni patii naptiklad nesynonymni
varianta p.T467M, delece p.LL415 G417del ¢i varianta vedouci ke vzniku stop kodonu
p.-W258X (Tanaka et al. 2003; Stiburkova et al. 2016a). Varianty asociované se vzacnou
renalni hypourikémii typu 1 se v nasi kohorté pacientli s primarni hyperurikémii a dnou podle
naSeho ocekavani nevyskytly.

V nasi kohorté nebyla nalezena zadna nesynonymni varianta v genu SLC22A412.

V souvislosti s timto zjiSténim je diskutovana teorie, Ze by nesynonymni varianty v tomto
genu mohly ptsobit jako supresivni faktor pro dnu. Napitiklad v jedné studii detekovali
variantu p.G774A s frekvenci 2,3 % v kontrolni skuping, zatimco ve skupin€ pacientli s dnou
nebyla identifikovédna ani jednou (Taniguchi et al. 2005). K podobnym zavérim dosli také
autofi dalsi studie, ktefi zjistili, ze varianty p.R90H a p.W258X se vyskytuji u zdravych
jedincii, zatimco nebyly detekovany ani u jednoho z celkem 1993 pacientii se dnou (Sakiyama
et al. 2016b). Z hlediska dny pisobi tedy tyto nesynonymni varianty jako protektivni faktory.
K opacnym vysledkiim vSak doSla jina studie, kterd detekovala nesynonymni varianty u 23 %
pacientil s primarni dnou, pfitom zadna z téchto variant nebyla nalezena v kontrolni skuping¢.
Neocekavané zavéry této studie by se daly vysvétlit variabilitou vyskytu variant v SLC22412
mezi riznymi populacemi, v tomto ptipadé se jednalo o mexickou populaci (Vazquez-
Mellado et al. 2007).

V kohorté pacientti s primarni hyperurikémii a dnou jsme nalezli pouze Ctyfi intronové
varianty a pét synonymnich variant: p.N82N (rs3825017), p.H86H (rs3825016), p.H142H
(rs11231825), p.A416A (rs1630320) a p.L437L (rs7932775). Z hlediska Cetnosti je jedinou
vzéacné se vyskytujici synonymni variantou v nasi kohort€ p.N82N, ktera je dle literatury
asociovana s hyperurikémii (Cho et al. 2015) (Lee et al. 2018). Zajimavé vysledky pfinesla
také studie, kterd zkoumala asociaci hladiny kyseliny mocové s variantou p.N82N u déti ve
veéku tii az deviti let. Autofi dosli k zavéru, Ze déti s touto variantou maji vyssi hladinu
kyseliny mocové (Lee et al. 2018). Nase data vSak ukdzala, Ze se alelické frekvence p.N82N
ve vySetfované kohorté a v evropské populaci signifikantné nelisi. Dal$i synonymni variantou
asociovanou s hyperurikémii je p.H86H (Sun et al. 2015) (Zou et al. 2018). Ani u této
varianty binomicky test neukazal signifikantni rozdil v alelickych frekvencich.

Bézné se vyskytujici varianta p.H142H podle jedné vietnamské studie naopak snizuje
riziko vzniku dny (Duong et al. 2019). Podstatny rozdil je vSak mezi alelickymi frekvencemi
ve vietnamské a evropské populaci (MAF = 0,288 versus MAF = 0,706). V nasi kohort¢ se
tato varianta vyskytla s frekvenci 0,64, coZ neni podle provedené statistické analyzy
v porovnani s MAF evropské populace vyznamné rozdilné. Podle jiné Spanélské studie tato
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varianta naopak souvisi se snizenou frak¢ni exkreci kyseliny mocové u pacientii se dnou
(Torres et al. 2014).

Podle jedné ¢inské studie je dalsi synonymni varianta p.L437L, ktera se vyskytuje
v nasi kohort¢, asociovana s primarni hyperurikémii (Li et al. 2010). Stejn€ jako u jinych
studii zamétenych na vybranou populaci vSak neni jasné, zda by méla tato varianta podobny
efekt 1 v jinych populacich. V nasi kohort¢ se alelicka frekvence p.L437L signifikantné
nelisila od evropské populace, takze z nasich dat nelze vyvozovat asociaci s hyperurikémii.

Vzacna intronova varianta ¢.662-7C>T (rs373881060) ziejmé vede k alternativnimu
sestfihu, k dispozici vSak zatim neni Zadna literatura, ktera dopad této varianty zkoumala.

V nasi kohort¢ se vyskytla u péti pacientli a binomicky test ukézal, ze je jeji alelicka
frekvence signifikantné vyssi nez v evropské populaci (p-hodnota < 0,000001).

O zbyvajicich SNP, kter¢ jsme detekovali ve vySetfované kohorté, zatim neni znamo,
zda maji vliv na vznik hyperurikémie a dny. V naSem neddvném c¢lanku, ktery se tykal vlivu
variant v genu SLC22412 (a také v genu SLC2A49) na hyperurikémii a dnu, byla provedena
rozsahla statisticka analyza. Nebyla nalezena zadna asociace mezi genetickymi variantami a
hladinou kyseliny mocové v séru, frakéni exkreci kyseliny mocové, hladinou kreatininu v

séru, hypertenzi ani s vékem nastupu dny (Pavelcova et al. 2020) (viz Ptiloha 1).

5.1.4 Gen SLC2A49

V genu SLC2A9 se vyskytuji rizné genetické varianty, o kterych je z odborné
literatury znamo, Ze jsou asociovany se dnou, nebo naopak riziko vzniku tohoto onemocnéni
snizuji (Vitart et al. 2008). V kohorté pacientl s primarni hyperurikémii a dnou jsme
detekovali Sest takovych variant. Tento gen je vSak spojen i se vzacnou renalni hypourikémii
typu 2 (OMIM # 612076) (Stiburkova et al. 2012). Souvislost s timto onemocnénim byla
prokézana naptiklad u variant p.T125M, p.R171C a p.R171H, které se v nasi kohorté pacientii
s primarni hyperurikémii a dnou nevyskytly (Dinour et al. 2012) (Windpessl et al. 2016).

V nasi kohort¢ jsme detekovali celkem sedm nesynonymnich variant, konkrétne
p-A17T (rs6820230), p.G25R (rs2276961), p.T275M (rs112404957), p.D281H (rs73225891),

studii, kterd probihala ve spolupraci s Katedrou buné¢né biologie Pfirodovédecké fakulty UK
a s Klinikou pediatrie a dédi¢nych poruch metabolismu 1. LF UK a VFN, se zabyvala
funkénimi studiemi vSech téchto variant. Nebyly prokazany zadné signifikantni rozdily mezi
kontrolou (wild type protein) a mutantnimi proteiny s vySe uvedenymi variantami (Hurba et
al. 2014).

Nesynonymni varianta p.V282I snizuje dle literatury riziko dny asi o polovinu, a to
v evropské i asijské populaci (Meng et al. 2015; Zhang et al. 2016). Témto zaveérim odpovida
1 naSe zjiSténi, Ze v kohorté pacientl s primarni hyperurikémii a dnou méla tato varianta
signifikantn€ nizsi alelickou frekvenci, nez je MAF v evropské populaci (p-hodnota <
0,000001).
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V ¢inské populaci byla prokazana souvislost mezi nesynonymni variantou p.R294H a
vznikem dny a dnavych tofti (Tu et al. 2010). Dale byl zjistén vztah mezi p.R294H a
nachylnosti ke dn¢ také v japonské a malajské populaci (Yamada et al. 2017; Wan Taib et al.
2018) Vliv této varianty v evropské populaci zatim neni zcela jasny (Hollis-Moffatt et al.
2011). V nasi kohorté neprokézal binomicky test vyznamné vyssi alelickou frekvenci nez
v evropské populaci.

O ostatnich nesynonymnich variantach, které se vyskytly v nasi kohorté (tedy p.A17T,
p.G25R, p.T275M, p.D281H a p.P350L), zatim nejsou v odborné literatuie k dispozici
dikazy, ze by mohly byt asociovany s hyperurikémii a dnou, nékteré studie tuto moznost
naopak vylucuji (Zhang et al. 2016; Nkeck et al. 2018; Zhou et al. 2019).

I nékteré synonymni SNP v genu SLC249, které se vyskytly v nasi kohorté, ovliviiuji
dle odbornych studii hladinu kyseliny mo¢ové. Casta varianta p.L108L (rs13113918) je dle
literatury asociovand s hyperurikémii (Rule et al. 2011; Sarzynski et al. 2012). Varianta
p.1168I (rs3733589) je spojena s vyS$im rizikem dny a u ¢inské populace byla zjisténa 1 vyssi
pravdépodobnost tvorby tofl (Li et al. 2012; Nakayama et al. 2017). V dalsi studii, ktera
zkoumala vliv riznych SNP na hladinu kyseliny mocové u jedinct s chronickym
onemocnénim ledvin, byla za vyznamnou oznacena ¢astd synonymni varianta p.L189L
(rs13125646) (Bhatnagar et al. 2016). Asociace mezi p.L189L a hyperurikémii byla zjiSténa 1
u indiand kmene Zuni, ptivodem z Nového Mexika a Arizony v USA (Laston et al. 2015).
Tato varianta méla na rozdil od p.L108L a p.I168I v kohorté pacientd s hyperurikémii a dnou
v porovnani s evropskou populaci signifikantné vyssi alelickou frekvenci (p-hodnota =
0,00002).

Jedna in silico studie zkoumala, které ¢asti proteinu GLUTO jsou kliCové pro vazbu a
transport kyseliny mocové (a také fruktozy). Jako vyznamna byla identifikovana sedma
transmembranova doména a nasledujici aminokyselinové pozice: p.C181, p.C301, p.N429 a
p.C459 (Long et al. 2017). Zadna z alelickych variant detekovanych v nasi kohorté pacienti
s hyperurikémii a dnou se nenachéazela v téchto pozicich a ani v sedmé transmembranové
doméné dle predpokladané sekundarni struktury GLUT9.

Pokud jde o intronové varianty, tak ¢.535+67A>G (rs3733590) je dle jedné studie
asociovana s hyperurikémii v ¢inské populaci (Zhang et al. 2018). V nasi kohorté méla tato
varianta dle binomického testu v porovnani s evropskou populaci signifikantné niZsi alelickou
frekvenci (p-hodnota = 0,000256).

Mozny vliv dalSich variant, které jsme nasli u pacientt s hyperurikémii a dnou, zatim
nebyl v dostupné literatute potvrzen. V nasem nedavném c¢lanku jsme provedli rozséhlou
statistickou analyzu, ze které vyplynulo, Ze u zadné z variant vyskytujicich se ve
vySetfované kohorté neni asociace s hladinou kyseliny moc¢ové, kreatininem, frakéni exkreci
kyseliny mocové, hypertenzi ani s casnym nastupem hyperurikémie a dny (Pavelcova et al.
2020) (viz Ptiloha 1).
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5.1.5 Gen SLC22411

V tomto genu jsme detekovali dvé vzacné nesynonymni varianty (p.V202M -
rs201209258, p.R343L - rs75933978), o kterych neni z literatury zndmo, ze by ovliviiovaly
hladinu kyseliny mocové. Binomicky test ukdzal, ze alelicka frekvence varianty p.V202M je
signifikantn€ vyssi v kohorté pacientti s primarni hyperurikémii a dnou nez v evropské
populaci (MAF = 0,003 versus MAF = 0, p-hodnota < 0,000001). In silico analyza vSak
oznacila tuto variantu za poskozujici pouze v jednom ptipad¢ (program SIFT), zatimco u
varianty p.R343L predpokladaji negativni dopad na funkci dva predikéni programy (PolyPhen
a Provean). Z topologického modelu proteinu OAT4 je patrné, Ze se varianta p.R343L
vyskytuje v oblasti zvySené fosforylace. Bez provedeni funk¢nich studii vSak nelze s jistotou
urcit, zda maji tyto nesynonymni varianty negativni dopad na transportni funkci proteinu.

Intronova varianta ¢.497+85A>G (rs2277312) vyskytujici se v nasi kohort¢ je tzv.
proxy jednonukleotidovym polymorfismem (proxy SNP), ktery je asociovan s variantou
rs2078267. Ptitomnost proxy SNP rs2277312 tedy naznacuje, Ze se u daného jedince
s nejvetsi pravdépodobnosti vyskytuje také 752078267 (Johnson et al. 2008). Varianta
rs2078267 (¢.1059-957C>T, oznacovana také jako c.1058+1305C>T) se nachazi hluboko
v intronové oblasti, takze pouzitymi primery, které jsme navrhli pro exony a ptiléhajici oblasti
intrond, by ji nebylo mozné detekovat. Na rozdil od ni se varianta rs2277312 nachazi pouze
85 bp od exonu, takze jsme mohli tuto oblast bézné vysettit pii sekvenovani prislusného
exonu. Podle literatury by mohla byt varianta r»s2078267 spojena s vyssim BMI a
s metabolickymi onemocnénimi asociovanymi s obezitou (Giri et al. 2020). V nasi kohort€ se
varianta rs2277312 vyskytuje s vyrazn€ niz$i frekvenci nez v evropské populaci (MAF =
0,233 versus MAF = 0,563, p-hodnota < 0,000001). Vysvétlenim by mohlo byt, ze do nasi
kohorty byli zafazeni pfevazné jedinci jen s mirné zvysenou hodnotou BMI, jelikoZ jsme se
snazili vyloucit ptipady sekundarni hyperurikémie a dny. U varianty rs2078267 byla zjiSténa
asociace se zvysenou hladinou kyseliny mocové, kterd je podle zavért jedné QWAS studie
sice vyznamna u indické populace, ale nehraje takovou roli v evropské populaci (Giri et al.
2016).

5.1.6 Gen SLC22A413

Ve vySettované kohort€ jsme detekovali dvé vzacné nesynonymni varianty p.R16H
(rs72542450) a p.R102H (rs113229654), které jsou dle pouzitych predikénich programi
benigni. Binomicky test neukazal u téchto variant vyznamny rozdil v MAF mezi evropskou
populaci a pacienty s hyperurikémii a dnou. Dale jsme zjistili, ze je varianta p.R102H
dle predpokladané sekundarni struktury OAT10 lokalizovana v oblasti, kde ¢asto dochazi
posttranslacné ke glykosylaci (Li et al. 2019). V dostupné literatuie zatim neni zminka o
jakékoliv asociaci variant p.R16H a p.R102H se sérovou hladinou kyseliny mocové ¢i s dnou.
Ostatni varianty, které jsme nasli v kohorté pacientil s primarni hyperurikémii a dnou, se
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vyskytuji vzacné nebo maji nizkou alelickou frekvenci (MAF pod 0,06) a ani o nich neni z

odborné literatury znamo, ze by byly asociovany s hyperurikémii a dnou.

5.1.7 Gen SLC17A41

V kodujici oblasti genu jsme detekovali pouze jednu nesynonymni variantu p.T2691
(rs1165196), kterd podle predikcnich programit nema negativni dopad na funkci proteinu
NPTI. Statistickou analyzou jsme zjistili, Ze je tato varianta signifikantné¢ mén¢ casta
v kohort¢ pacientli s primarni hyperurikémii a dnou nez v evropské populaci (p-hodnota =
0,000076). Mnoho autort se zabyvalo moznym vlivem této varianty na vznik dny a v jejich
studiich dosli k rozdilnym zavéram. Podle ne€kterych je varianta p.T2691 asociovana se dnou,
a to v riznych zkoumanych populacich — v evropské, polynéské i japonské (Hollis-Moffatt et
al. 2012; Urano et al. 2013; Torres et al. 2014; Chiba et al. 2015). Naopak studie, ktera byla
provedena na ¢inské populaci, neprokézala asociaci varianty p.T2691 se dnou (Wan et al.
2015). Podle dalsi studie by dokonce tato varianta mohla snizovat riziko vzniku onemocnéni,
jelikoz mozna vede ke zvysené exkrecni aktivité proteinu NPT1 (Sakiyama et al. 2016a). A
prave se zavery této studie se shoduji nase data.

Varianty c.1179-111C>T (rs1165209) a c.*2+79C>T (rs1165215) byly zahrnuty do
studie, ktera se tykala vlivu SNP v genu SLC17A41 na rozvoj dny (Urano et al. 2010). Nebyla
odhalena zadna asociace s hladinou kyseliny moc¢ové a ani se dnou, a to ani u zadné z dalSich

intronovych variant, které jsme identifikovali ve vySetfované kohort¢.

5.1.8 Gen SLC17A43

V tomto genu jsme neidentifikovali Zddné vzacné nesynonymni varianty, ale pouze
dvé Casté (p.A100T —rs1165165, p.G279R - rs56027330), u kterych neni z literatury zndmo,
ze by mély vliv na hladinu kyseliny moc¢ové. Podle predikénich programi jsou tyto varianty
benigni. Ani binomickym testem jsme nezjistili statisticky signifikantni rozdily mezi MAF ve
vySetfované kohort¢ a v evropské populaci, takze nepiredpokladame asociaci téchto variant
s hyperurikémii a dnou.

Zajimava studie efektu variant v genu SLC/7A43 na hladinu kyseliny mo¢ové byla
provedena v kohort¢ jedinct z izolované komunity chorvatského ostrova Vis. Autofi se v ni
zamé&fuji na castou synonymni variantu p.S448S (rs942379), ktera se objevuje i u nasich
pacientil s primarni hyperurikémii a dnou (Polasek et al. 2010). V tomto ¢lanku je zahrnuta i
nesynonymni varianta p.S448R, ktera ma stejné referencni oznaceni rs942379 a jejiz MAF
v evropské populaci je roven nule (v nasi kohorté se nevyskytla). Autofi zjistili, Ze u Zen,
které maji variantu rs942379 (p.S448S nebo p.S448R), se hladina kyseliny mocové vyznamné
proménuje v Case, takze pii opakovanych méfenich se mize stfidat hyperurikémie
s normourikémii. Stejnou souvislost zjistili autofi i u intronové varianty rs9393672, kterou
jsme vS8ak v nasi kohort€ nedetekovali. Piekvapivé vSak nebyl vliv varianty rs942379 na

kolisani hladiny kyseliny mocové prokazan u muzii. Autofi se v této studii zabyvali i dal§imi
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variantami v jinych genech (véetné ABCG2, SLC22A412 a SLC2A49), ale obdobny efekt uz
nebyl zjistén u zadné z nich. Pokud jde o variantu p.S448S v nasi kohorté, tak statisticka

analyza neukdzala, Ze by se v ni vyskytovala Castéji nez v evropské populaci.

5.1.9 Gen SLC22A46

V tomto genu jsme identifikovali pouze jednu nesynonymni variantu p.P104L
(rs11568627), kterd nema dle literatury vliv na transportni funkci proteinu (Fujita et al. 2005).
Statistickd analyza této varianty neukézala signifikantné odli$nou alelickou frekvenci v nasi
kohort€ v porovnani s evropskou populaci. /n silico analyzou jsme dosli k nejednotnému
vysledku s ptfevahou hodnoceni této varianty jako poskozujici.

Synonymni varianty p.P84P (rs11568628) ap.P117P (rs11568629) se vyskytovaly u
vSech pacientl vzdy spole¢né, a to vzdy bud’ soucasné heterozygotné (23 pacienttt), nebo
soucasn¢ homozygotné (dva pacienti). Pokud jde o intronové varianty, tak zajimavym
nalezem je varianta ¢.797+8G>A (rs1323492446), ktera by mohla mit vzhledem ke své pozici
dopad na sesttih proteinu. V literatufe vSak zatim nejsou data, ktera by tuto skutecnost
potvrzovala.

Binomickym testem jsme zjistili u varianty c.1362-172T>C (rs3017670) statisticky
vyznamny rozdil v alelické frekvenci mezi vySetfovanou kohortou a evropskou populaci
(MAF 0,137 versus 0,842, p-hodnota < 0,000001), ktery je patrny i bez pouziti statistické
analyzy. K této varianté nejsou v literatute dostupné udaje o ptipadném dopadu na transportni
funkci proteinu a ani jind data naznacujici, Ze by mél z hlediska hyperurikémie a dny
protektivni efekt. Vzhledem k umisténi varianty (172 bazi pfed exonem pobliZ mista
nasednuti primeru) spiSe predpokladame, Ze se ndm nepodafilo tento Uisek u vSech pacienti

kvalitn¢ zanalyzovat sekvenovanim, takze realna alelicka frekvence miize byt vyssi.

5.1.10 Gen SLC22A48

U jednoho pacienta jsme objevili vzacnou nesynonymni variantu p.R149C (¢.445C>T)
s referen¢nim oznacenim rs45566039. Pod stejnym oznacenim je v databazi Ensembl
zafazena varianta p.R149S (c.445C>A), ktera podle zavért jedné studie vede ke kompletni
ztrate funkce proteinu (Erdman et al. 2006). Autofi v ni zkoumali schopnost transportu
cimetidinu a estron sulfatu, da se ale pfedpokladat, ze stejn¢€ naruSena by byla 1 exkrece
kyseliny mocoveé v proximalnich tubulech ledvin. Je také pravdépodobné, Ze varianty
p-R149C a p.R149S by mohly mit podobny dopad na funkci proteinu. Je tedy mozné, ze
varianta p.R149C vede k hyperurikémii.

Ve vysetiované kohorté jsme detekovali jesteé dveé dalSi nesynonymni varianty,
konkrétné p.V4481 (rs11568486) a p.R513G (rs145474422). Podle in silico analyzy jsou tyto
varianty benigni. V dostupné literatuie neni Zadny zaznam o mozném dopadu na transportni
funkeci proteinu. Z intronovych variant stoji za zminku pfedevs§im vzacna varianta c.1326-

4G>A (rs767079100), ktera by mohla vzhledem ke svému umisténi vést k alternativnimu
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sestfihu. S vyjimkou 7545566039 neni v odborné literatufe u zadné varianty detekované ve

vysetfované kohorté potvrzena asociace s hladinou kyseliny mocové nebo vliv na transportni

funkci proteinu.

Tabulka 5.1 - Piehled genetickych variant vyznamné ovliviiyjicich hladinu kyseliny mocové

Referen¢ni me:na . . . Vysledky
o . proteinové Vliv na vznik . sy . v
Gen oznaceni PN A binomického | Odkaz v literature
variant nebo kodujici hyperurikémie a dny testu
y sekvence
ABCG2 | rs2231137 p.VI2M snizuje riziko vzniku dny Sfl‘;fl;‘[‘ztge (Yu et al. 2017)
., signifikantné (Dehghan et al.
ABCG2 rs2231142 p-Ql41K asociovana s dnou vy MAF 2008)
ABCG2 | rs372192400 Ri47w | Pravdépodobné asociovana | - signifikantné | . 4. o 4 2019)
p- s hyperurikémii a dnou vyssi MAF y '
pravdépodobné asociovdna | signifikantné
ABCG2 | rs753759474 p-T153M iy perutikemif 2\ dnou vy MAF (Toyoda et al. 2019)
pravdépodobné asociovdna | signifikantné
ABCG2 |rs752626614 p-F373C iy perutikemif 2\ dnou vy MAF (Toyoda et al. 2019)
pravdépodobné asociovana | signifikantné
ABCG2 |rs769734146 p.T434M S Iyt & G vy MAF (Toyoda et al. 2019)
pravdépodobné asociovana | signifikantné
ABCG?2 N/A p.S476P S et o o vy MAF (Toyoda et al. 2019)
pravdépodobné asociovana | signifikantné
ABCG2 | rs200894058 p.S572R ST e (o vyssi MAF (Toyoda et al. 2019)
ABCG2 | rs4148152 | ¢.203+36A>G | snizuje riziko vzniku dny Sfl‘;‘fﬁge (Yuetal. 2017)
ABCG2 | rs2231148 | c.1195-60A>T | snizuje riziko vzniku dny Sﬁ;‘fﬁg‘e (Yu et al. 2017)
ABCG2 | rs2231156 |c.1492+49G>T asociovana s dnou S‘ngzlsfflﬁrxge (Yu et al. 2017)
ABCG2 | rs2231164 | ¢.1738-46G>A | snizuje riziko vzniku dny Sﬁ;‘fﬁg‘e (Yu et al. 2017)
bez
SLC22412 | rs3825017 p-N82N asociovana s hyperurikémii | signifikantniho (Cho et al. 2015)
rozdilu
mozna asociovana s bez
SLC22412 | rs3825016 p-H86H hvperurikémii signifikantniho (Sun et al. 2015)
My rozdilu
. - bez (Torres et al. 2014;
SLC22412 | rs11231825 p-H142H zavery studii se rizni signifikantniho ' ’
rozdilu Duong et al. 2019)
bez
SLC22A412 | rs7932775 p.L437L asociovana s hyperurikémii | signifikantniho (Lietal. 2010)
rozdilu
SLC249 | rs16890979 |  p.v2821 snizuje riziko vzniku dny Sflrz‘f]ﬁf;‘e (Meng et al. 2015)
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bez

SLC249 | rs3733591 p.R294H asociovana s dnou signifikantniho (Tu et al. 2010)
rozdilu
bez (Sarzynski et al
SLC249 | rs13113918 p.L108L asociovana s hyperurikémii | signifikantniho 2y 012) '
rozdilu
bez
SLC249 | rs3733589 p.1168I asociovana s dnou signifikantniho (Lietal. 2012)
rozdilu
. . ... | signifikantné (Bhatnagar et al.
SLC249 | rsi13125646 p-L189L asociovana s hyperurikémii vy MAF 2016)
SLC249 | rs3733590 | ¢.535+67A>G | asociovana s hyperurikémii 51g.1V1£f"1kantne (Zhang et al. 2018)
niz§i MAF
SLC22411 | 152277312 | c.497+85A>G m}(l)zna asf’kcfac.e, S Slg.‘}imﬁ/‘f;‘e (Giri et al. 2016)
yperurikémii niz§i
sionifikantne (Hollis-Moffatt et al.
SLCI7A1 | rs1165196 p-T2691 zavery studii se rizni en 2012; Wan et al.
niz§i MAF
2015)
mozna asociace s signifikantné
SLC2248 | rs45566039 p-R149C et vy&i MAF (Erdman et al. 2006)

Tabulka shrnuje genetické varianty podrobné diskutované v predchozim textu, které jsou signifikantné
asociované s hyperurikémii, dnou, nebo naopak se snizenim rizika vzniku dny. Jsou v ni uvedeny pouze varianty
v genech ABCG2, SLC22A412, SLC2A49, SLC22A411, SLC17A41 a SLC22A48, jelikoz v genech ABCC4, SLC22413,
SLC17A43 a SLC22A46 nema dle literatury a ani dle nasich zavért zadny z polymorfismd, které jsme identifikovali
v kohorté pacientl s primarni hyperurikémii a dnou, dopad na hladinu kyseliny mocové.

Pro leps$i ptehlednost je asociace se dnou a s hyperurikémii ve sloupci ,,VIiv na vznik hyperurikémie a dny*
vyznacena okrove€, zatimco spojitost se snizenym rizikem dny modie. Ve dvou pfipadech je dana varianta podle
jedné studie spojena s hyperurikémii a podle jiné studie naopak riziko dny snizuje (vyznaceno zelen¢), takze jsou
v odkazech na literaturu uvedeny obé studie s protichidnymi zavéry. V ostatnich pfipadech je uveden pouze
jeden clanek, i kdyz je k dané varianté k dispozici vice odbornych studii se shodnymi zavéry (ty jsou uvedeny

v ptislusném oddile v diskuzi).

Ve sloupci ,,Vysledky binomického testu® jsou uvedeny zavéry statistické analyzy, ve které jsme porovnavali
minoritni alelické frekvence (MAF) v kohorté pacientil s primarni hyperurikémii a dnou s udaji pro evropskou
populaci z databaze Ensembl (Howe et al. 2021). V tabulce je uveden vysledek ve vztahu k vySetfované kohort¢,

vy$$i MAF v porovnani s evropskou populaci je vyznacen okrové a nizsi MAF modte.

5.2 Diskuze k soué¢asnému vyskytu variant ovliviiujicich hladinu kyseliny mocové

Zatim jsme diskutovali vliv jednotlivych genetickych variant na vznik hyperurikémie a
dny, tedy bez zavislosti na dalSich polymorfismech u daného pacienta, at’ uz se vyskytuji ve
stejném nebo jiném genu. Dillezita otazka vSak je, jaky dopad ma kombinace riiznych variant
asociovanych se zvySenym nebo naopak se snizenym rizikem dny u jednoho pacienta.
Zamg¢tovali jsme se predev§im na vzacné varianty a dale na Casté varianty, u kterych je
signifikantni rozdil v alelickych frekvenci mezi vySetfovanou kohortou a evropskou populaci
(varianty uvedeny v Tabulce 5.1). JelikoZ se z pomérné malé kohorty, ve které se navic

vzacné varianty ¢asto vyskytuji pouze u jednoho ¢lovéka, nedaji vyvozovat obecné platné
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zavery, tak zde prezentujeme alespon piehled vybranych pacientt, u kterych by genetické
pozadi mohlo vyznamn¢ modulovat obraz onemocnéni:

Pacient 1: Muz s dyslipidémii, u kterého se prvni ptiznaky dny objevily ve 23 letech.
Pti zatazeni do kohorty u néj byla zjisténa hladina kyseliny mocové v referenénim rozmezi.

V genu ABCG?2 jsme detekovali heterozygotni varianty p.V12M a ¢.203+36A>G, které maji

z hlediska dny protektivni G¢inky (Yu et al. 2017; Toyoda et al. 2019) (viz Ptiloha 4). V genu
SLC249 jsme identifikovali pfitomnost heterozygotnich variant p.11681 a ¢.535+67A>G, které
jsou asociovany s hyperurikémii a dnou (Li et al. 2012; Zhang et al. 2018). Vliv patogennich
variant v SLC2A49 u tohoto pacienta ziejmé prevazil nad protektivnimi variantami v ABCG2,
stav navic komplikuje dyslipidémie.

Pacient 2: Muz s primarni dnou, u kterého jsme v genu ABCG2 detekovali tfi
heterozygotni varianty asociované s hyperurikémii a dnou, a to ¢astou p.Q141K, ¢astou
c.1492+49G>T a vzacnou p. T153M. I pres 1écbu byla zjiSt€na vysoka hladina kyseliny
mocoveé v séru 511 pmol/l, ke které pravdépodobné vedla zhorSend terapeutickd odpovéd na
alopurinol souvisejici s variantou p.Q141K a také snizend transportni aktivita proteinu
ABCGQG?2 z divodu vyskytu variant p.Q141K a p.T153M (Dehghan et al. 2008; Roberts et al.
2017; Toyoda et al. 2019) (viz Ptiloha 4).

Pacient 3: Zena se sérovou hladinou kyseliny mo¢ové 495 pmol/l, u které byla
hyperurikémie poprvé zjisténa, kdyz ji bylo 14 let. Sekvenovanim jsme zjistili v genu ABCG2
ti1 heterozygotni varianty, ¢astou p.Q141K, ¢astou ¢.1492+49G>T a vzacnou p.T434M. Tyto
varianty jsou asociované s hyperurikémii a dnou, p.Q141K a p.T434M vedou podle funk¢nich
studii k vyraznému sniZeni transportni funkce proteinu ABCG2 (Woodward et al. 2009; Yu et
al. 2017; Toyoda et al. 2019) (viz Ptiloha 4). U pacientky se doposud neobjevily ptiznaky
dny.

Pacient 4: Muz s primarni dnou, u kterého byla i ptes 1écbu opakované zjisténa
vysoka hladina kyseliny mocové (490 pmol/l a 663 umol/l). Pacient udaval v rodinné
anamnéze vyskyt dny. V genu ABCG2 jsme zjistili Castou heterozygotni variantu p.Q141K a
vzacnou heterozygotni variantu p.R147W, kter¢ jsou asociovany s dnou (Dehghan et al. 2008;
Toyoda et al. 2019) (viz Piiloha 4). Varianta p.Q141K navic souvisi se $patnou odpovédi na
terapii alopurinolem (Roberts et al. 2017).

Pacient 5: U muze s primarni dnou a sérovou hladinou kyseliny mocové 537 umol/l
jsme detekovali v genu ABCG2 dvé€ varianty s rozdilnym efektem na hyperurikémii a dnu.
Zatimco ma Casta varianta p.V12M z hlediska dny ochranny U¢inek, tak je vzacna varianta
p-S572R pravdépodobné asociovana se vznikem hyperurikémie a dny (Yu et al. 2017; Toyoda
et al. 2019) (viz Ptiloha 4). Ob¢ varianty se vyskytovaly u pacienta heterozygotné a zda se, ze
prevazil efekt varianty p.S572R.

Pacient 6: Muz s tof6zni dnou, ktery mél v okamziku zatazeni do nasi kohorty
hladinu kyseliny moc¢ové 464 umol/l, a to 1 ptes terapii alopurinolem. Genetickd analyza

odhalila pfitomnost heterozygotni varianty ¢.535+67A>G v genu SLC2A49, ktera je spojovana
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s hyperurikémii, a heterozygotni varianty p.Q141K v genu ABCG?2, ktera je asociovana se
dnou a také se Spatnou odpovédi na 1écbu alopurinolem (Dehghan et al. 2008; Roberts et al.
2017; Zhang et al. 2018).

Pacient 7: Tento pacient byl do nasi kohorty zarazen v 15 letech, kdy se u n¢j
projevily prvni pfiznaky primarni dny. Byla zjisténa vysokd hladina kyseliny mocové 522
umol/l a v rodinné anamnéze byla pfitomna dna. U pacienta jsme genetickym vySetfenim
odhalili homozygotni variantu p.Q141K v genu ABCG2, kterd by mohla byt sama o sob¢
pri¢inou dny v adolescentnim véku (Stiburkova et al. 2019) (viz Ptiloha 3). V genu
SLC22A12 se ale navic vyskytla vzacna varianta p.N82N, ktera je dle literatury také
asociovand s hyperurikémii a dnou (Cho et al. 2015).

Pacient 8: U pacienta byla poprvé objevend hyperurikémie v osmi letech, do nasi
kohorty byl zarazen ve 14 letech s hladinou kyseliny mocové 568 pmol/l. V rodinné
anamnéze se vyskytovala dna. U pacienta byla v genu ABCG2 ptitomna heterozygotni
protektivni varianta p.V12M a heterozygotni patogenni varianta p.Q141K (Dehghan et al.
2008; Yu et al. 2017). V genu SLC249 se navic vyskytla heterozygotni varianta
¢.535+67A>G, kterd je asociovana s hyperurikémii (Zhang et al. 2018). Vzhledem k nizkému
véku nastupu hyperurikémie se zd4, Ze ti€inek patogennich variant prevazil nad p.V12M,
které snizuje riziko dny.

Pacient 9: Muz s primarni dnou a atopickym ekzémem, u kterého byla zvySena
hladina kyseliny mocové poprvé zjisténa ve 13 letech. V rodinné anamnéze se vyskytovala
dna. Sekvenovanim jsme detekovali heterozygotni varianty p.11681 a ¢.535+67A>G v genu
SLC249, které jsou asociované s dnou (Li et al. 2012; Zhang et al. 2018). Navic jsme zjistili
pfitomnost homozygotni varianty p.Q141K v genu ABCG2, ktera se vyznamné podili na
vzniku hyperurikémie a dny (Dehghan et al. 2008). Pacient m4 tedy nejméné tf1 rizikové
genetické faktory pro rozvoj dny, coZ koresponduje s prvnim zachytem hyperurikémie
v adolescentnim veku (Stiburkova et al. 2019) (viz Ptiloha 3).

Pacient 10: Muz s tof6zni dnou mél velmi vysokou hladinu sérové kyseliny mocoveé
700 umol/l a prvni pfiznaky dny se u néj objevily ve 22 letech. V rodinné anamnéze pacient
udaval vyskyt dny. Sekvenovanim jsme odhalili stejnou kombinaci variant asociovanych s
hyperurikémii jako u pacienta €islo 9 — tedy homozygotni p.Q141K v genu ABCG2 a
heterozygotni p.11681 a ¢.535+67A>G v genu SLC2A49. U obou pacientt byla horsi odpovéd
na lécbu alopurinolem pravdépodobné z diivodu vyskytu homozygotni varianty p.Q141K
(Roberts et al. 2017).

Shrnuti: Zda se tedy, ze vzacné nesynonymni varianty v genu ABCG2 vedou
k rozvoji t€Zké dny, kterd nemiliZze byt vyvaZena protektivnimi variantami ve stejném a ani v
jiném genu. K zdvaznému onemocnéni vede také kombinace p.Q141K v genu ABCG2 spolu

s dal$i variantou ve stejném nebo jiném genu, ktera je asociovand s hyperurikémii a dnou.
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5.3 Diskuze k pouzitym metodam

K analyze gent jsme pouzivali kapilarni sekvenator Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific), ktery je zaloZzen na metodé Sangerova sekvenovani
(Sanger et al. 1977). Tento typ sekvenatort se rozsitil do klinické praxe v 90. letech minulého
stoleti a vyrazné¢ zjednodusil praci oproti zdlouhavému manualnimu sekvenovani. Velkou
vyhodou piistrojii zalozenych na metodé Sangerova sekvenovani je velmi vysoka piesnost
vysledkd, z tohoto diivodu se také pouzivaji pro verifikaci vysledkd ze sekvenovani nové
generace. Dalsi vyhodou je moznost analyzy pomérné dlouhého PCR produktu — konkrétni
délka zavisi na kapilarach instalovanych v daném pfistroji, v naSem piipad¢ nebyl problém
analyzovat useky o délce 800 bp. Pro nase ucely byla tato metoda idealni i z toho diivodu, ze
nam umoznila podrobné analyzovat exony a ptilehlé ¢asti intront (Morozova a Marra 2008).

Kromé Sangerova sekvenovani lze pouzit i sekvenovani nové generace, které ptinasi
moznost rychle analyzovat velké mnozstvi genti (Ansorge 2009). Vyhodou je i mozZnost
provedeni analyzy z velmi malého mnozstvi vzorku DNA. Sekvenovani nové generace lze
pouzit k sekvenovani celych genomi ¢i k provadéni GWAS studii k vyhledavani kandidatnich
genll. Mezi tyto metody patii jednomolekulové sekvenovani, sekvenovani pomoci nanopora,
sekvenace syntézou (Illumina), 454 sekvenovani (firma Roche) ¢i SOLiD (Life Technologies)
(Morozova a Marra 2008; Gut 2013).

K vysetfeni pfitomnosti vybranych nesynonymnich variant u kontrolni skupiny jsme
pouzivali pievazné metodu tetra-primer ARMS-PCR (Ye et al. 2001). V jednom ptipad¢ jsme
pouzili metodu RFLP-PCR, jelikoZ pro dany Gisek nebylo mozné navrhnout primery pro tetra-
primer ARMS-PCR. Metoda tetra-primer ARMS-PCR je vyhodna svou rychlosti, snadnou
proveditelnosti a finanéni nendroc¢nosti. Naproti tomu metoda RFLP-PCR je dle naSich

wewvr

podminek (Duta-Cornescu et al. 2009).

5.4 Prednosti a limity této prace

Mezi ptrednosti této prace patii vysetieni unikatni kohorty 250 jedinct s primarni
hyperurikémii a dnou, u které byla zndma podrobna klinicka a biochemicka data umoznujici
hodnoceni dopadu genetickych variant v SirSich souvislostech. Statisticka analyza by vSak
byla vice vypovidajici, kdyby byla tato kohorta rozséhlejsi.

K silnym strankdm této prace dale patti, ze vybér genli pro analyzu zahrnoval
vyznamné i mén¢ znamé uratove transportéry, a Ze jsme podrobné analyzovali kodujici
sekvence genti véetné ptiléhajicich intronovych oblasti. Slabou strankou naopak je, Ze nebyly
analyzovany celé intronové oblasti genil, takze nemusely byt zachyceny vSechny varianty
asociované s hyperurikémii a dnou.

Limitujici se mize zdat, ze jsme pro analyzu zvolili pouze geny kodujici uratové

transportéry. Zavéry QWAS studii totiZ navrhuji 1 rizné dalsi geny, jejichZ produkty ovliviiuji
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genovou expresi a imunitni reakce na krystaly kyseliny mocové, coz mize byt podnétem pro
dalsi vyzkum.

Na zavér je tieba jesté podotknout, Ze se tato prace nevénuje diilezité otazce regulace
genove exprese a riznym epigenetickym mechanismiim, coz je dal§im podnétem pro budouci

studie.
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6. Zavér

U pacientli s primarni hyperurikémii a dnou se nam analyzou gent kédujicich uratové
transportéry podarilo identifikovat deset genetickych variant, které jsou pravdépodobné
asociované s hyperurikémii a dnou, a pét genetickych variant, které pravdépodobné naopak
riziko dny snizuji. VSechny tyto varianty jsou lokalizované pouze ve tiech z deseti
analyzovanych gent, konkrétné v ABCG2, SLC2A49 a SLC22A48. V genu ABCG?2 jsme zjistili
asociaci s hyperurikémii a dnou u osmi variant (p.Q141K, p.R147W, p.T153M, p.F373C,
p.T434M, p.S467P, p.S572R a ¢.1492+49G>T) a spojitost se snizenym rizikem dny u Ctyt
variant (p.V12M, ¢.203+36A>G, ¢.1195-60A>T a c.1738-46G>A). V genu SLC249 jsme
odhalili jednu variantu asociovanou s hyperurikémii (p.L189L) a jednu variantu snizujici
riziko vzniku dny (p.V282I). V genu SLC22A48 jsme zjistili moZnou asociaci s hyperurikémii
u varianty p.R149C.

Zhodnocenim klinickych a biochemickych dat od pacientt, u kterych se vyskytovalo
zaroven vice genetickych variant zvysujicich nebo snizujicich riziko hyperurikémie a dny,
jsme dosli k zajimavym zjiSténim. Vzacné nesynonymni varianty v genu ABCG2 (p.R147W,
p.T153M, p.F373C, p.T434M, p.S467P a p.S572R) jsou asociované s t€zkou dnou i u
pacientil s pfitomnosti protektivnich polymorfismi (p.V12M, ¢.203+36A>G, ¢.1195-60A>T a
c.1738-46G>A a p.V282I) (Meng et al. 2015; Yu et al. 2017; Toyoda et al. 2019). Kombinace
nékteré z variant asociovanych s hyperurikémii a s dnou spolu s variantou p.Q141K v genu
ABCG?2 ¢asto vede k vyrazné hyperurikémii a tofézni dné€, coZ neni zptisobenou jen prostou
soucinnosti genetickych variant, ale i tim, Ze je p.Q141K asociovana se Spatnou terapeutickou
odpovédi na lécbu alopurinolem (Roberts et al. 2017).

V genu SLC22A412 jsme zachytili vyskyt ¢tyf synonymnich variant (p.N82N, p.H86H,
p.H142H, p.L437L), které jsou dle odborné literatury asociované s hyperurikémii, ale v nasi
kohort€ se tato spojitost nepotvrdila (Li et al. 2010; Torres et al. 2014; Cho et al. 2015; Sun et
al. 2015). Stejna situace nastala 1 u Ctyt dalSich variant v genu SLC249 (p.R294H, p.L108L,
p.1168I, ¢.535+67A>G) a u jedné varianty v genu SLC22A411 (¢.497+85A>G) (Tu et al. 2010;
Li et al. 2012; Sarzynski et al. 2012; Giri et al. 2016; Zhang et al. 2018). K nesynonymni
varianté p.T2691 v genu SLC17A41, kterou jsme identifikovali v nasi kohorté, jsou k dispozici
odli$né zavéry odbornych studii. Podle n€kterych je p.T2691 asociovana s hyperurikémii a
dnou (Hollis-Moffatt et al. 2012; Urano et al. 2013; Torres et al. 2014; Chiba et al. 2015).
Podle dalsi studie je naopak asociovana se snizenym rizikem vzniku dny, ¢emuz by
odpovidala 1 naSe data (Wan et al. 2015). V genech ABCC4, SLC22A413, SLC1743 a SLC22A46
jsme neidentifikovali Zddnou genetickou variantu, kterd by dle naSich vysledk ¢i zavéra

odbornych studii byla asociovand s hyperurikémii a dnou.
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9. Prohlaseni k podilu na vysledcich
V této praci jsou prezentovany vysledky rozsahlého projektu analyzy deseti genti
kodujicich urdtoveé transportéry, do kterého bylo zapojeno vice odbornych pracovnika
z Oddé¢leni molekularni biologie a imunologie Revmatologického ustavu. Z toho diivodu neni
disertacni prace psana v prvni osobé¢ jednotného ¢isla. Autorka této prace analyzovala kodujici
oblasti genti v ndsledujicim rozsahu:
e kompletni analyza gentt SLC22411 a SLC22A413
e vétSinova analyza genu ABCG2
e castecny podil na analyze genti SLC249, SLC22A412, SLC17A1, SLC2246
e okrajové analyza gentt SLC17A43, SLC2248 a ABCC4
Hodnoceni dat véetné statistické analyzy, predikce funkéniho dopadu, topologickych

modell proteint a interpretace vysledki je vlastnim dilem autorky.
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