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Abstrakt 

V proximálních tubulech ledvin a ve střevě jsou lokalizované proteiny (tzv. urátové 

transportéry), které zajišťují exkreci i reabsorpci kyseliny močové. Polymorfismy v genech 

kódujících tyto proteiny mohou vést k narušení transportní funkce a k rozvoji hyperurikémie a 

dny. Sérová hladina kyseliny močové je však určována i dalšími faktory, mezi něž patří 

příjem exogenních purinů ve stravě, syntéza endogenních purinů a degradace nukleových 

kyselin, ale i určitá onemocnění.  

U 250 pacientů s primární hyperurikémií a dnou jsme Sangerovým sekvenováním 

analyzovali exony a přiléhající intronové oblasti u deseti genů kódujících urátové 

transportéry: ABCG2, ABCC4, SLC2A9, SLC22A12, SLC22A11, SLC22A13, SLC17A1, 

SLC17A3, SLC22A6 a SLC22A8. Možnou souvislost mezi identifikovanými genetickými 

variantami a primární hyperurikémií a dnou jsme posuzovali na základě porovnání alelických 

frekvencí s evropskou populací, podle topologických modelů, podle programů predikujících 

funkční dopad variant a rešerší v odborné literatuře. V úvahu jsme brali i závěry funkčních 

studií zkoumajících dopad nesynonymních variant v genech ABCG2 a SLC2A9. Zaměřili jsme 

se také na vliv současného výskytu více variant asociovaných s hyperurikémií a dnou, dále na 

kombinaci variant asociovaných s hyperurikémií a dnou s variantami snižujícími riziko dny. 

V deseti vyšetřovaných genech jsme identifikovali deset polymorfismů 

pravděpodobně asociovaných s primární hyperurikémií a dnou, které se nacházely v genech 

ABCG2, SLC2A9 a SLC22A8. V genu SLC2A9 se jednalo o synonymní variantu p.L189L, u 

níž zatím není objasněn mechanismus dopadu na funkci proteinu. V genu ABCG2 je 

s hyperurikémií a dnou asociovaná častá nesynonymní varianta p.Q141K, častá intronová 

varianta c.1492+49G>T a vzácné nesynonymní varianty p.R147W, p.T153M, p.F373C, 

p.T434M, p.S467P a p.S572R. V genu SLC22A8 jsme identifikovali variantu p.R149C, která 

by mohla být asociovaná s hyperurikémií. Identifikovali jsme také pět polymorfismů, která 

pravděpodobně snižují riziko dny. Jednalo se o variantu p.V282I v genu SLC2A9 a varianty 

p.V12M, c.203+36A>G, c.1195-60A>T a c.1738-46G>A v genu ABCG2.  

U pacientů se současným výskytem polymorfismů asociovaných s hladinou kyseliny 

močové a dnou jsme zjistili, že při kombinaci variant zvyšujících a snižující riziko dny 

jednoznačně převažuje vliv polymorfismů asociovaných s dnou. Výrazná hyperurikémie a 

pokročilé stádium dny bylo pozorováno u pacientů s některým polymorfismem asociovaným s 

hyperurikémií a dnou v kombinaci s častou variantou p.Q141K, která je dle odborných studií 

spojována s nedostatečnou odpovědí na léčbu urikostatikem alopurinolem. 
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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: ABCG2, 

ABCC4, SLC2A9, SLC22A12, SLC22A11, SLC22A13, SLC17A1, SLC17A3, SLC22A6 and 

SLC22A8. 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, SLC2A9 and SLC22A8 genes. In the 

SLC2A9 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 c.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 SLC22A8 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 SLC2A9 gene and the 

p.V12M, c.203+36A>G, c.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-vazebná doména (ATP binding cassette), podle ní též pojmenování ABC 

transportních proteinů 

ABCC4 = gen kódující protein MRP4 (ATP-binding cassette sub-family C member 4) 

ABCG2 = protein kódovaný stejnojmenným genem ABCG2 (ATP-binding cassette sub-

family G member 2) 

AMP = adenosinmonofosfát 

ARMS = amplifikační refrakterní mutační systém (amplification  refractory  mutation  

systém), součást metody tetra-primer ARMS-PCR 

ATP = adenosintrifosfát 

bp = pár bází (base pair) 

BMI = index tělesné hmotnosti (body mass index) 

cAMP = cyklický adenosinmonofosfát 

cGMP = cyklický guanosinmonofosfát 

cDNA = komplementární DNA 

CNV = variabilita počtu kopií (copy number variation) 

Da = Dalton, jednotka molekulové hmotnosti 

DMSO = dimethylsulfoxid 

DNA = deoxyribonukleová kyselina 

FEkm = frakční exkrece kyseliny močové 

GLUT9 = protein kódovaný genem SLC2A9 (glucose transporter type 9), zkratky GLUT9a a 

GLUT9b označují dvě sestřihové varianty proteinu 

GMP = guanosinmonofosfát 

GWAS = genomová asociační studie (genome-wide association study) 

HPLC = vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

IMP = inosinmonofosfát 

KM = kyselina močová 

MAF = minoritní alelická frekvence 

MRP4 = protein kódovaný genem ABCC4 (multidrug resistance-associated protein 4) 

MSD = doména překlenující membránu (membrane-spanning domain) 

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

NBD = doména vázající nukleotid (nucleotide binding domain) 

NPT1 = protein kódovaný genem SLC17A1 (sodium-dependent phosphate transport protein 1) 

NPT4 = protein kódovaný genem SLC17A3 (sodium-dependent phosphate transport protein 4) 

OAT = transportní proteiny (organic anion transporters) 

OAT1 = protein kódovaný genem SLC22A6 (organic anion transporter 1) 

OAT3 = protein kódovaný genem SLC22A8 (organic anion transporter 3) 

OAT4 = protein kódovaný genem SLC22A11 (organic anion transporter 4) 

OAT10 = protein kódovaný genem SLC22A13 (organic anion transporter 10) 
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OMIM = databáze lidských genů a genotypů v souvislosti s fenotypy (Online Mendelian 

Inheritance in Man, webové stránky: omim.org) 

PCR = polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

RFLP = polymorfismus délky restrikčních fragmentů (restriction fragment length 

polymorphism), součást metody RFLP-PCR 

RNA = ribonukleová kyselina 

SLC = transportní proteiny (solute carrier transporters) 

SLC2A9 = gen kódující protein GLUT9 (solute carrier family 2, facilitated glucose transporter 

member 9) 

SLC17A1 = gen kódující protein NPT1 (solute carrier family 17 member 1) 

SLC17A3 = gen kódující protein NPT4 (solute carrier family 17 member 3)  

SLC22A6 = gen kódující protein OAT1 (solute carrier family 22 member 6) 

SLC22A8 = gen kódující protein OAT3 (solute carrier family 22 member 8) 

SLC22A11 = gen kódující protein OAT4 (solute carrier family 22 member 11) 

SLC22A12 = gen kódující protein URAT1 (solute carrier family 22 member 12) 

SLC22A13 = gen kódující protein OAT10 (solute carrier family 22 member 13) 

SNP = jednonukleotidový polymorfismus (single-nucleotide polymorphism) 

SNV = jednonukleotidová varianta (single-nucleotide variant) 

URAT1 = protein kódovaný genem SLC22A12 (urate transporter 1) 

UTR = nepřekládaná oblast (untranslated region) 

WT = referenční sekvence, tzv. divoký typ (wild type) 

XMP = xanthosinmonofosfát 
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1. Literární úvod 

Tato práce se zabývá hledáním možných souvislostí mezi genetickými variantami 

v genech kódujících proteiny, které obstarávají transport kyseliny močové v těle (tzv. urátové 

transportéry), a vznikem hyperurikémie a dny. Urátové transportéry zajišťují exkreci i 

reabsorpci kyseliny močové. Pokud je vlivem genetických variant narušená transportní funkce 

urátových transportérů, tak může dojít k rozvoji hyperurikémie a dny (a vzácně také 

k hypourikémii). Aby bylo možné sledovat souvislost mezi genetickými variantami a vznikem 

hyperurikémie a dny, tak jsme do studované kohorty zařadili pouze jedince s primární 

hyperurikémií a primární dnou. Pacienti se vzácnými enzymopatiemi vedoucími 

k hyperurikémií a se sekundární hyperurikémií a dnou byli z této studie vyloučeni. 

 

1.1 Kyselina močová 

Ve druhé polovině 18. století izoloval švédský chemik Carl Wilhelm Sheele 

z močového kamene jakousi látku, kterou nazval „kyselina lithová“ (Bobulescu a Moe 2012). 

Později se zjistilo, že není součástí všech typů močových kamenů, a tak byla přejmenována na 

kyselinu močovou. Nové pojmenování je odvozeno od skutečnosti, že je kyselina močová 

běžnou součástí moči.  

Kyselina močová (chemicky 2,6,8-trioxypurin) je u lidí konečným produktem 

degradace purinů, ke které dochází především v játrech, ale také ve střevě a v mléčné žláze 

(Bobulescu a Moe 2012). Základem její struktury je purinový skelet, který je tvořen 

pyrimidinovým a imidazolovým jádrem. Při fyziologickém pH je přítomná převážně v podobě 

urátu monosodného (So a Thorens 2010). Naproti tomu v moči, která má pH mezi hodnotami 

5 a 6, se vyskytuje převážně v nedisociované formě (Wright et al. 2010). (Pozn.: Jelikož se 

kyselina močová vyskytuje při pH krve převážně v ionizované formě, tak je v literatuře běžně 

označována pojmem „urát“.) 

Hladina kyseliny močové v těle je určována rovnováhou mezi příjmem purinů ve 

stravě (tzv. exogenní puriny), syntézou purinů de novo a degradací nukleových kyselin a 

různých koenzymů (tzv. endogenní puriny) a jejím vylučováním (viz Obrázek 1.1). Kyselina 

močová je z organismu vylučována především ledvinami (70 %) a z menší části také střevem 

(30 %) (Bobulescu a Moe 2012). V glomerulech je volně filtrována a k jejímu aktivnímu 

transportu dochází až v proximálních tubulech ledvin, kde jsou lokalizovány urátové 

transportéry. Ty jsou kromě ledvin exprimovány také ve střevě, kde rovněž obstarávají 

exkreci kyseliny močové (Hosomi et al. 2012). V tlustém střevě je kyselina močová z určité 

částí degradovaná bakteriální mikroflórou až na amoniak a oxid uhličitý (Xu et al. 2016). 

Referenční rozmezí hladiny kyseliny močové v séru je 120 – 420 µmol/l u mužů a 120 

– 340 µmol/l u žen a dětí do 15 let. Míru zpětné resorpce kyseliny močové z tubulů ledvin 

udává tzv. frakční exkrece kyseliny močové (FEkm). Referenční rozmezí pro FEkm je u mužů 

0,06 – 0,12, v procentech tedy 6 – 12 %, a u žen je horní mezí 20 % (Stibůrková et al. 2006).  
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Obrázek 1.1 - Syntéza kyseliny močové de novo 

 

 

 

V organismu probíhá syntéza purinů de novo z výchozího substrátu ribózy-5-fosfátu, dále také tzv. šetřící reakce 

vedoucí k opětovnému využití jednotlivých purinových metabolitů a také dochází k degradaci purinů 

přijímaných v potravě. V tomto zjednodušením schématu je znázorněná biosyntéza kyseliny močové, kde hraje 

důležitou roli inosinmonofosfát, který spojuje dílčí dráhy purinového metabolismu. Jednotlivé reakce jsou 

katalyzovány příslušnými enzymy (především deaminázy, nukleotidázy a purinnukleosidfosforyláza). Klinicky 

významný je enzym xanthin oxidáza (nově označovaný jako xanthin dehydrogenáza/oxidáza), který je potřebný 

pro přeměnu hypoxanthinu na xanthin a také xanthinu na kyselinu močovou. Dysfunkce xanthin oxidázy vede k 

rozvoji hypourikémie s xanthinurií (viz kapitola 1.4 Hypourikémie). 

Seznam zkratek: AMP = adenosinmonofosfát, IMP = inosinmonofosfát, GMP = guanosinmonofosfát, XMP = 

xanthosinmonofosfát. 

Schéma převzato a upraveno podle článků Jin et al. 2012 a Kushiyama et al. 2016. 

 

1.1.1 Ztráta aktivity urikázy 

U většiny savců je kyselina močová dále přeměňována enzymem urikázou na alantoin, 

(So a Thorens 2010). Experimentální inaktivace urikázy u myší vedla podle jedné studie k 

velmi vysokým hladinám kyseliny močové, poškození ledvin a k úhynu (Wu et al. 1994). U 

lidí a vyšších primátů je konečným produktem purinového metabolismu kyselina močová, 

jelikož v průběhu evoluce došlo k několika nezávislým mutacím v genu kódujícím urikázu 

(Oda et al. 2002).  

Lidský organismus se adaptoval na ztrátu aktivity urikázy, která pro něj zřejmě 

představovala evoluční výhodu, což naznačuje i fakt, že je v ledvinách reabsorbováno kolem 

90 % kyseliny močové (Bobulescu a Moe 2012). Podle jedné teorie pomáhala vyšší hladina 
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kyseliny močové udržovat dostatečný krevní tlak, což bylo přínosem v době, kdy ještě lidé 

neměli snadný přístup k soli (Watanabe et al. 2002). V současnosti naopak kyselina močová 

přispívá k epidemii hypertenze a ke kardiovaskulárním chorobám (Evans et al. 2018). Podle 

další teorie je kyselina močová důležitá z důvodu jejích výrazných antioxidačních účinků. 

Mohla by kompenzovat nedostatek kyseliny askorbové, jelikož primáti v průběhu evoluce 

ztratili enzym důležitý pro její syntézu (Ames et al. 1981). Podle jiné studie by však kyselina 

močová nemohla v antioxidačních účincích zastoupit kyselinu askorbovou a podle závěrů 

dalších autorů má tyto účinky pouze případě, že se její množství v plazmě pohybuje 

v referenčním rozmezí (Frei et al. 1988; Sautin a Johnson 2008). 

 

1.2 Hyperurikémie 

Hyperurikémie (tedy zvýšená hladina kyseliny močové) se rozvíjí nejčastěji z důvodu 

snížené renální exkrece kyseliny močové (asi 90 % případů) a méně často z důvodu její 

zvýšené produkce (asi 10 % případů) (Ragab et al. 2017). Laboratorně je definována 

vzestupem sérové hladiny kyseliny močové nad 340 µmol/l u žen a 420 µmol/l u mužů. 

Z hlediska příčiny ji lze rozdělit na primární a sekundární. Příčinami primární hyperurikémie 

je především zvýšený příjem purinů ve stravě a snížené vylučování kyseliny močové 

ledvinami a gastrointestinálním traktem. Hyperurikémie se může vyskytnout sekundárně u 

různých onemocnění z důvodu zvýšené syntézy endogenních purinů, patří mezi ně 

metabolický syndrom, leukémie, diabetes mellitus, psoriáza, poruchy štítné žlázy a různá 

ledvinná onemocnění (Pavelka 2008; Stiburkova et al. 2019) (viz Příloha 3). Syndrom 

spánkové apnoe je také asociován s hyperurikémií, neboť hypoxie zvyšuje obrat purinů 

(Hasday a Grum 1987). K hyperurikémii může vést také užívání některých léků, jako jsou 

diuretika, salicyláty a cyklosporin, jelikož snižují vylučování kyseliny močové ledvinami 

(Pavelka 2008; Svobodová 2016).  

Hyperurikémie není asociována pouze s rozvojem dny, ale také s hypertenzí a 

srdečními onemocněními. Na rozdíl od dny však zatím nebylo objasněno, zda se 

hyperurikémie uplatňuje přímo v patogenezi, nebo jestli působí pouze jako rizikový faktor 

těchto onemocnění (Yang et al. 2005). Zvýšená hladina kyseliny močové má proliferativní 

účinky, které se mohou projevovat u buněk hladkého svalstva cév. Je spojena také se 

zvýšenou tvorbou cytokinů a C-reaktivního proteinu (CRP), čímž může přispívat ke vzniku 

hypertenze (Kanellis a Kang 2005). Tento předpoklad potvrzuje i další studie, podle které je 

zvýšená hladina kyseliny močové v některých případech (speciálně u adolescentů) asociována 

se vznikem hypertenze (Feig 2012). Kromě toho je hyperurikémie asociována také s diabetem 

2. typu (Sluijs et al. 2013). Déle byla zjištěna asociace s inzulínovou rezistencí a s nefropatií 

(Nath et al. 2007). Snížená funkce ledvin také vede k hyperurikémii a kyselinu močovou lze 

považovat za uremický toxin (Nigam et al. 2015). Na jednotlivé buňky má cytotoxické 

účinky, konkrétní vliv na orgány jako srdce či ledviny však zatím není zcela znám (Nigam a 

Bhatnagar 2018).  
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K rozvoji hyperurikémie také významně přispívají genetické faktory, především 

polymorfismy v genech kódujících urátové transportéry, což je tématem této práce 

(Stiburkova et al. 2017; Pavelcova et al. 2020) (viz Přílohy 1 a 2). Vzácně se mohou 

vyskytnout mutace v genech kódujících klíčové enzymy purinového metabolismu, které 

vedou k hyperurikémii, patří mezi ně deficience hypoxantin-guanin fosforibosyltransferázy 

(identifikace dle UniProt: P00492) či zvýšená aktivita fosforibosyl-pyrofosfát syntetázy 

(identifikace dle UniProt: P60891) (Ragab et al. 2017).  

Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferáza je kódovaná genem HPRT1 (identifikace 

dle Ensembl: ENSG00000165704). Deficience tohoto enzymu je gonozomálně recesivním 

onemocněním (OMIM *308000), které se podle závažnosti postižení rozděluje do různých 

typů (Kostalova et al. 2015; Nanagiri a Shabbir 2021). Těžká deficience (aktivita enzymu je 

menší než 1,5 %) se označuje jako Lesch-Nyhanův syndrom (OMIM # 300322) (Harris 

2018). V séru pacientů jsou nejen vysoké koncentrace kyseliny močové, ale také hypoxantinu 

a xantinu. Mezi hlavní klinické příznaky onemocnění patří mentální retardace, 

sebepoškozující chování a mimovolní pohyby (Yamada et al. 2011; Harris 2018). Částečná 

deficience hypoxantin-guanin fosforibosyltransferázy (s aktivitou enzymu mezi 8 a 60 %) je 

označována jako Kelley-Seegmillerův syndrom (OMIM # 300323) a v porovnání s Lesch-

Nyhanovým syndromem se u ní prakticky nevyskytují neurologické potíže, takže zcela 

převažuje renální postižení, včetně tvorby močových kamenů, a může dojít i k rozvoji dny 

(Zoref-Shani et al. 2000). U dalšího typu hyperurikémie spojené s deficiencí hypoxantin-

guanin fosforibosyltransferázy se pohybuje aktivita enzymu mezi 1,5 až 2 % a u pacientů je 

pozorováno jak neurologické, tak i renální postižení (Nanagiri a Shabbir 2021).  

Další příčinou hyperurikémie může být vzácný defekt v genu PRPS1 (identifikace dle 

Ensembl: ENSG00000147224) vedoucí ke zvýšené aktivitě enzymu fosforibosyl-pyrofosfát 

syntetázy. U některých pacientů s tímto gonozomálně recesivním onemocněním (OMIM # 

300661) se kromě hyperurikémie a dny objevují i poruchy nervového systému a sluchu 

(García-Pavía et al. 2003).  

 

1.3 Dna 

Dna (neboli dnavá artritida) je chronické onemocnění, které vzniká na podkladě 

poruchy metabolismu kyseliny močové. Je pro něj charakteristická depozice monosodných 

urátových krystalů v kloubních chrupavkách i dalších tkáních, kde vyvolávají místní 

zánětlivou reakci. U některých pacientů se dnou lze tyto krystaly prokázat v synoviální 

tekutině za použití mikroskopu (McCarty a Hollander 1961). Prevalence dny v Evropě je asi 1 

až 4 % (Dehlin et al. 2020). Toto onemocnění postihuje častěji muže než ženy (4:1) 

(Svobodová 2016). Prevalence stoupá s věkem, u mužů je častější nástup dny v nižším věku 

v porovnání se ženami, jelikož estrogen a progesteron snižují riziko rozvoje onemocnění (Hak 

et al. 2010; Dehlin et al. 2020). 
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U dny jsou běžně pozorovány různé komorbidity. Rozsáhlá studie, která byla 

provedena u pacientů se dnou v USA v letech 2007 a 2008, ukázala, že mezi časté patří 

hypertenze (u 74 % pacientů), závažné chronické onemocnění ledvin (71 %), obezita (53 %), 

diabetes mellitus (26 %) a nefrolitiáza (24 %) (Zhu et al. 2012). Podle další studie provedené 

ve Francii k častým komorbiditám patří i srdeční onemocnění, poruchy jater a alkoholizmus 

(Richette et al. 2015). Bylo také zjištěno, že užívání diuretik, obezita a hypertenze 

dvojnásobně zvyšují riziko vzniku dny (Evans et al. 2018).   

 

1.3.1 Stádia dny 

Stádia dny lze určovat podle klinických příznaků či s přihlédnutím k patogenezi 

onemocnění (Dalbeth a Stamp 2014). Tradiční dělení dle klinických příznaků je následující 

(Suchý 2011): 

A. Asymptomatická hyperurikémie 

B. Akutní dnavá artritida 

C. Interkritická dna neboli dna mezi jednotlivými akutními dnavými záchvaty 

D. Chronická tofózní dna  

Dna však nemusí mít tento typický průběh. U mnoha lidí s hyperurikémií lze 

pokročilými zobrazovacími technikami nalézt urátové krystaly, i když nikdy neměli akutní 

dnavý záchvat a ani nemají tofy, tedy okem patrná depozita urátových krystalů (Dalbeth et al. 

2015). Z toho důvodu bylo navrženo následující rozdělení stádií dny dle patogeneze (Dalbeth 

a Stamp 2014): 

A. Je přítomná hyperurikémie, ale pacient nemá příznaky dny a ani není prokázaná 

přítomnost monosodných urátových krystalů. 

B. Lze prokázat ukládání monosodných urátových krystalů, ale pacient nemá příznaky 

dny.  

C. Ukládání monosodných urátových krystalů a pacient má (nebo již v anamnéze měl) 

příznaky akutního dnavého záchvatu. 

D. Pokročilé onemocnění, u pacientů se často vyskytují tofy či radiografické eroze.  

 

1.3.2 Patogeneze dny 

V patogenezi dny hraje významnou roli reakce imunitního systému na přítomnost 

krystalů kyseliny močové v kloubních dutinách. Krystaly jsou fagocytovány makrofágy, což 

vede k uvolňování enzymů obsažených v lysozomech a k produkci zánětlivých chemokinů 

(Cronstein a Sunkureddi 2013). Působením prozánětlivého interleukinu 1β dochází ke 

zvýšené koncentraci neutrofilů v synoviální tekutině, k dalšímu uvolňování zánětlivých 

cytokinů a k rozvoji akutního zánětlivého procesu (Landis a Haskard 2001; Alberts et al. 

2019). Na myších modelech bylo zjištěno, že blokátory interleukinu 1 významně snižují 

zánětlivý stav v kloubech. Tyto výsledky byly potvrzeny i u myší s deficitem receptoru pro 

interleukin 1, což ukazuje na významný podíl tohoto cytokinu v rozvoji zánětlivé odpovědi na 



16 
 

urátové krystaly (McDermott et al. 2011). Pro aktivaci interleukinu 1 je nutná kaspáza 1, která 

je součástí tzv. NLRP3 inflamazómu, což je jeden z typů makromolekulárních komplexů, 

které aktivují procesy vedoucí k prozánětlivé odpovědi (He et al. 2016). Zatím není jasné, 

jakým způsobem inflamazóm NLRP3 rozeznává monosodné urátové krystaly, ale je jisté, že 

se uplatňuje v patogenezi dny a že ovlivňuje podobu zánětlivé odpovědi (McDermott et al. 

2011). Intenzivní výzkum role imunitního systému v rozvoji dny přispívá k vývoji nových 

léčiv, blokátor interleukinu 1β canakinumab už je možné používat v léčbě (viz kapitola 1.3.3 

Léčba dny) a v budoucnu by farmakoterapie mohla cílit i na inflamazóm NLRP3 (Schlesinger 

et al. 2012; Szekanecz et al. 2019). 

K aktivaci neutrofilů dochází při akutní dnavé atace také na podkladě zvýšené 

produkce interleukinu 8 fagocyty. Ta je zapříčiněna interakcí krystalů kyseliny močové s 

buněčnými membránami fagocytujících buněk, což vede k aktivaci G proteinu, fosfolipázy C, 

tyrosinkinázy a dalších kináz (Liu et al. 2000). V jedné studii bylo zjištěno, že je u pacientů 

při akutním dnavém záchvatu i v období interkritické dny zvýšená hladina cirkulujícího 

interleukinu 8 (Kienhorst et al. 2015). Dle autorů nebyly u zdravých kontrol a ani u jedinců 

s jinými zánětlivými stavy (včetně revmatoidní artritidy a systémové sklerodermie) nalezeny 

zvýšené hladiny interleukinu 8 v periferní krvi.  

Chronická tofózní dna je charakteristická přítomností tofů, což jsou ložiska krystalů 

kyseliny močové, které jsou uloženy v síťovině tvořené proteiny, lipidy a polysacharidy 

(Schlesinger a Thiele 2010). V tofech jsou produkovány osteoklasty a metaloproteinázy, které 

přispívají k poškození kloubů, jehož riziko se zvyšuje při opakujících se dnavých záchvatech 

(Gonzalez 2012). Na poškození kloubů se také významně podílí interleukin 1, jelikož hraje 

důležitou roli v tvorbě osteoklastů (Zwerina et al. 2007).  

 

1.3.3 Léčba dny 

Při léčbě dny se revmatolog zaměřuje na snížení hladiny kyseliny močové pod 360 

µmol/l, dále na potlačení zánětu, snížení bolestivosti a předcházení dnavým atakám. Kromě 

farmakoterapie jsou důležitá i dietní opatření snižující příjem purinů z potravy, zvýšení 

fyzické aktivity a redukce váhy u obézních pacientů (Svobodová 2016; Richette et al. 2017). 

V terapii se používají různé skupiny léčiv: 

A. Urikostatika. Nejčastěji předepisovaným urikostatikem je alopurinol. Jeho účinky 

na snížení hladiny kyseliny močové byly popsány v 60. letech 20. století. Alopurinol 

kompetitivně inhibuje xanthinoxidázu, která katalyzuje přeměnu xantinu na kyselinu 

močovou, čímž snižuje její syntézu. Existuje asociace mezi variantou rs2231142 

(p.Q141K) v genu ABCG2 a slabou odpovědí na alopurinol (Petru et al. 2016; 

Roberts et al. 2017). Přítomnost této varianty vede k hromadění alopurinolu a jeho 

metabolitu oxypurinolu v buňkách renálních tubulů. Následkem toho není 

v tubulární tekutině dostatek léčiva k vyvolání žádaného účinku (Wen et al. 2015). 



17 
 

Alternativním urikostatikem je febuxostat, který byl poprvé použit v roce 2008 

(Dehlin et al. 2020).  

B. Urikosurika. Tato léčiva zvyšují vylučování kyseliny močové z těla. Lze je použít u 

pacientů, kteří netrpí urolitiázou či jiným postižením ledvin. Mezi nejčastěji 

předepisovaná urikosurika patří probenecid a lesinurad. Probenecid se používá u 

pacientů se špatnou tolerancí či nedostatečnou odpovědí na alopurinol (Pui et al. 

2013). Urikosurické účinky však mají i další léčiva, jako je losartan a atorvastatin či 

sloučeniny bergeninu (Ragab et al. 2017). Slibné výsledky přinesla studie, podle 

které vede bergenin ke zvýšení exprese hlavního exkrečního urátového transportéru 

ABCG2 v ledvinách i střevě. Exprese proteinu GLUT9, který reabsorbuje kyselinu 

močovou, byla naopak v ledvinách snížena (Chen et al. 2020). 

C. Nesteroidní antirevmatika. Používají se k potlačení zánětu a k terapii akutní 

bolesti, mezi nejčastěji předepisovaná léčiva patří diklofenak a indometacin 

(Pavelka 2008). Z klinického hlediska je podstatné, že při zahájení terapie 

urikostatiky bez současného podání nesteroidních antirevmatik může dojít k rozvoji 

akutního dnavého záchvatu. Přesný mechanismus zatím není objasněn, dnavou 

ataku však můžou vyvolat i jiné stavy vedoucí k náhlému poklesu sérové hladiny 

kyseliny močové (Burns a Wortmann 2012).  

D. Kortikosteroidy. Léčí se jimi akutní bolest u pacientů, u kterých jsou 

kontraindikovány nesteroidní antirevmatika. Podle jedné studie má prednison a 

indometacin stejný efekt na snížení bolesti u akutní dny (Rainer et al. 2016). 

E. Kolchicin. Jedná se o alkaloid získávaný z ocúnu jesenního, který se v nízkých 

dávkách používá při akutních dnavých záchvatech ke zmírnění bolesti (Richette a 

Bardin 2010). Přesný mechanismus účinku kolchicinu zatím není znám, bylo však 

zjištěno, že ovlivňuje různé prozánětlivé i protizánětlivé imunitní mechanismy 

(Dalbeth et al. 2014). 

F. Blokátory interleukinu 1. Jedná se o nový typ terapie, který zatím není standardně 

zavedený v praxi. K použití u pacientů je zatím schválený pouze canakinumab, což 

je monoklonální protilátka proti interleukinu 1β (Němec 2015). Canakinumab u 

pacientů významně snižuje bolestivost i zánět, navíc redukuje výskyt akutních 

dnavých záchvatů (Schlesinger et al. 2012).  

G. Urátové oxidázy. Nejsou zatím standardně používané v terapii. Patří mezi ně 

peglotikáza. Lze ji indikovat u pacientů s těžkou dnou, kteří špatně odpovídají na 

léčbu alopurinolem. Mezi nevýhody této léčby patří, že se zhruba u poloviny 

pacientů objevují vysoké titry protilátek proti peglotikáze, čímž se stává neúčinnou 

(Sundy et al. 2011; Ragab et al. 2017).  
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1.4 Hypourikémie 

Příčinou hypourikémie může být porucha zpětného vstřebávání kyseliny močové 

v ledvinných tubulech a méně často také snížená syntéza kyseliny močové. Stejně jako 

hyperurikémii ji lze rozdělit na primární a sekundární. Primární hypourikémie je způsobená 

vrozenými defekty enzymů zapojených do metabolismu purinů, které vedou ke snížení 

produkce kyseliny močové. Tyto poruchy jsou však velmi vzácné. Naproti tomu sekundární 

hypourikémie se objevuje u onemocnění ledvin, které postihují tubuly (jako je Fanconiho 

syndrom, nefrotický syndrom či nádory), a také u poškození jater (Sebesta a Stiburkova 2014; 

Kuwabara et al. 2017).  

Vzácná vrozená renální hypourikémie typu 1 (OMIM # 220150) je způsobena mutací 

v genu SLC22A12, který kóduje urátový transportér URAT1 (viz kapitola 1.6.3 Urátový 

transportér URAT1 (gen SLC22A12)) (Mancikova et al. 2016). Ve většině případů je 

onemocnění způsobeno inaktivující mutací, která vede ke snížené nebo úplné ztrátě 

transportní funkce proteinu. Hypourikémie typu 1 byla detekována u mnoha pacientů 

z Japonska, případy jsou však známé i z mnoha dalších zemí světa, včetně České republiky 

(Stiburkova et al. 2011). Hypourikémie typu 2 (OMIM # 612076) je způsobena mutací v genu 

SLC2A9 (viz kapitola 1.6.4 Urátový transportér GLUT9 (gen SLC2A9)) (Stiburkova et al. 

2012). Oba typy vrozené renální hypourikémie probíhají v mnoha případech asymptomaticky, 

někdy se však vyskytnou závažné komplikace jako nefrolitiáza či akutní selhání ledvin 

vyvolané zátěží, kterou může být například nadměrná fyzická aktivita (Ichida et al. 2008; 

Matsuo et al. 2008). 

Mezi vzácné vrozené enzymopatie vedoucí ke snížení produkce kyseliny močové patří 

různé xanthinurie, které jsou podle postiženého enzymu rozdělovány do různých typů, 

konkrétně xanthinurie typu I, xanthinurie typu II a deficience molybdenového kofaktoru (ta se 

dále dělí do tří subtypů) (Reiss et al. 1999; Mraz et al. 2015; Stiburkova et al. 2018).   

Xanthinurie typu I (OMIM # 278300) je autozomálně recesivní onemocnění, při 

kterém je v moči přítomná vysoká koncentrace xanthinu. Příčinou je deficientní enzym 

xanthin dehydrogenáza/oxidáza (dříve označovaný jako xanthin oxidáza, identifikace dle 

UniProt: P47989), který je kódován genem XDH (identifikace dle Ensembl: 

ENSG00000158125). Ke komplikacím tohoto onemocnění patří tvorba xanthinových 

močových kamenů a renální insuficience (Mraz et al. 2015).  

Xanthinurie typu II (OMIM # 603592) se vyznačuje deficiencí xanthin 

dehydrogenázy/oxidázy i aldehydoxidázy (identifikace dle UniProt: Q06278), která je 

kódovaná genem AOX1 (identifikace dle Ensembl: ENSG00000138356). Ke snížené aktivitě 

těchto enzymů dochází proto, že nemají k dispozici molybdenový kofaktor, pro jehož funkci 

je zapotřebí enzym molybden kofaktor syntetáza 1 (identifikace dle UniProt: Q96EN8), který 

je kódovaný genem MOCOS (identifikace dle Ensembl: ENSG00000075643). V moči 

pacientů je detekována vysoká koncentrace xanthinu a hypoxanthinu a naopak velmi malé 
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množství kyseliny močové. Častou komplikací tohoto autozomálně recesivního onemocnění 

je selhání ledvin (Stiburkova et al. 2018).   

Z klinického hlediska existuje podstatný rozdíl v metabolizaci alopurinolu u pacientů 

s xanthinurií typu I a II. Toto léčivo je běžně v organismu přeměňováno na oxypurinol, 

k čemuž je zapotřebí aldehydoxidáza. Zatímco tedy jedinci s xanthinurií typu I metabolizují 

alopurinol běžným způsobem, tak u pacientů s xanthinurií typu II se oxypurinol vůbec 

nevytváří (Yamamoto et al. 1991).  

Dalším typem xanthinurie je deficience molybdenového kofaktoru. Dochází k ní 

z důvodu mutací v různých genech kódujících enzymy nutné pro biosyntézu molybdenového 

kofaktoru. Podle postiženého enzymu se tato porucha rozděluje do tří subtypů označovaných 

A, B a C (Reiss et al. 1999). Dědičnost deficience molybdenového kofaktoru je autosomálně 

recesivní. Do klinického obrazu patří vážné neurologické postižení s těžkými záchvaty, 

opistotonem a psychomotorickou retardací, pacienti často umírají v raném věku (Reiss a 

Johnson 2003; Leimkühler et al. 2005).  

K deficienci molybdenového kofaktoru typu A (OMIM # 252150) dochází z důvodu 

mutace v genu MOCS1 (identifikace dle Ensembl: ENSG00000124615), který kóduje 

molybden kofaktor syntetázu 1 (identifikace dle UniProt: Q9NZB8) (Reiss a Johnson 2003). 

Do biosyntézy molybdenového kofaktoru se zapojují obě isoformy molybden kofaktor 

syntetázy 1 označované jako MOCS1A a MOCS1B (Hänzelmann et al. 2002). Pro deficienci 

molybdenového kofaktoru typu B (OMIM # 252160) je charakteristická dysfunkce 

molybdopterinové syntázy (identifikace dle UniProt: O96033), ke které dochází na podkladě 

mutace v genu MOCS2 (identifikace dle Ensembl: ENSG00000164172) (Reiss 2000). 

Deficience molybdenového kofaktoru typu C (OMIM # 615501) je způsobená mutací v genu 

GPHN (identifikace dle Ensembl: ENSG00000171723), který kóduje protein gephyrin 

(identifikace dle UniProt: Q9NQX3). Jedná se o protein asociovaný s mikrotubuly, který je 

zapojený i do biosyntézy molybdenového kofaktoru (Reiss et al. 2011; Dejanovic et al. 2015).  

 

1.5 Genetické faktory v rozvoji hyperurikémie a dny 

Hladina kyseliny močové je podle závěrů různých studií genetickými faktory 

ovlivňována ze 40 až 80 %, u evropské populace konkrétně dosahuje tato hodnota podle jedné 

studie 60 % (Krishnan et al. 2012). K rozvoji dny nedochází u všech osob s hyperurikémií, 

takže zatím není jasné, jak je to s dědičností tohoto onemocnění. Na jeho vzniku se navíc 

kromě genetických faktorů podílejí také vlivy stravy a prostředí (Merriman 2015). Zatím bylo 

provedeno pouze omezené množství studií a podle závěrů jedné práce, která zkoumala 514 

párů mužských monozygotických i dizygotických dvojčat, je fenotyp dny určen především 

vlivy prostředí (Krishnan et al. 2012). 

Genomové asociační studie (GWAS, genome-wide association study) se zaměřují na 

odhalování lokusů, které jsou spojeny s konkrétním fenotypem, jako je hyperurikémie a dna. 

Předpokladem pro tyto studie je vyšetření velkého množství vzorků, aby mohly být kandidátní 
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geny obsahující dané lokusy co nejpřesněji vytipovány (Visscher et al. 2017). Jedna studie 

zahrnovala data od více než 140 000 jedinců evropského původu a autoři v ní identifikovali 

28 významných lokusů asociovaných se zvýšenou hladinou kyseliny močové (Köttgen et al. 

2013). Byly mezi nimi i lokusy zahrnující geny kódují urátové transportéry, konkrétně 

ABCG2, SLC2A9, SLC17A3, SLC22A11 a SLC22A12. Dvě jiné studie identifikovaly další 

lokusy nacházející se v genech kódujících urátové transportéry, a to v ABCG2, SLC2A9, 

SLC22A11, SLC22A12 a SLC17A1 (Nakayama et al. 2017) (Yang et al. 2010). Opakovaně 

byly potvrzeny významné lokusy v genech ABCG2 a SLC2A9 (Vitart et al. 2008; Köttgen et 

al. 2013; Matsuo et al. 2016; Kawamura et al. 2019).  

Kromě genů kódujících urátové transportéry se lokusy významné z hlediska 

hyperurikémie a dny nacházejí i v mnoha jiných genech, jejichž produkty nejsou přímo 

zapojené přímo do transportu kyseliny močové. Pomocí GWAS studií jsou například často 

odhalovány lokusy, které vedou k ovlivnění genové exprese (Boyle et al. 2017). Pozornost by 

měla být věnována i genům, jejichž produkty souvisejí s rozpoznáním urátových krystalů a 

s imunitní reakcí na ně. Například varianta rs2149356 v genu TLR4, jehož produktem je toll-

like receptor 4, je asociována s primární dnou v čínské populaci (Qing et al. 2013). Jiná studie 

zkoumala výsledky výše uvedené GWAS studie zahrnující 140 000 vzorků (Köttgen et al. 

2013) a potvrdila asociaci se dnou u čtyř lokusů v genech IGF1R (inzulinu podobný růstový 

faktor 1), PDZK1 (produkt tohoto genu patří mezi tzv. scaffold proteiny), HLF (jaterní 

leukemický faktor) a MAF (transkripční faktor Maf) (Phipps-Green et al. 2016). V nedávné 

metaanalýze byly identifikovány tři lokusy zodpovědné za přechod z asymptomatické 

hyperurikémie do dny: rs7927466 v genu CNTN5 (kontaktin 5), rs9952962 v genu MIR302F 

(microRNA 302f) a rs12980365 v genu ZNF724 (zinc finger protein 724). Tato studie 

zároveň potvrdila, že následující lokusy jsou asociované s dnou: gen ABCG2 (urátový 

transportér ABCG2), gen SLC2A9 (urátový transportér GLUT9) a rs671 v genu ALDH2 

(aldehyd dehydrogenáza 2) (Kawamura et al. 2019). Významné polymorfismy v genech 

kódujících urátové transportéry, u kterých byla odbornými studiemi zjištěna asociace 

s hyperurikémií a dnou, jsou popsány v následující kapitole a dále také v příslušných pasážích 

v diskuzi. 

 

1.6 Urátové transportéry 

Urát nemůže přestupovat přes buněčné membrány samostatně, k transportu jsou 

zapotřebí speciální proteiny, tzv. urátové transportéry (viz Tabulka 1.1 a Obrázek 1.2). Tyto 

proteiny významně ovlivňují hladinu kyseliny močové v těle. Urátové transportéry jsou 

exprimovány především v proximálních tubulech ledvin a ve střevě. Nacházejí se však i 

v dalších orgánech, kde chrání buňky před cytotoxickým působením kyseliny močové. Mezi 

tyto proteiny patří jednak multispecifické transportéry, jako je ABCG2 (kódovaný genem 

ABCG2) či OAT1 (SLC22A6), jejichž důležitou funkcí je transport různých léčiv a 

xenobiotik, ale také selektivnější transportéry, kterými jsou GLUT9 (SLC2A9) a URAT1 
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(SLC22A11) (Nigam a Bhatnagar 2018). Proteiny urátových transportérů lze rozdělit do dvou 

velkých rodin: ABC transportéry a SLC transportéry (Nigam et al. 2015).  

ABC transportéry jsou velkou skupinou transmembránových proteinů, které se 

vyskytují prakticky ve všech tkáních. Transportují široké spektrum organických i 

anorganických látek. Pojmenovány jsou podle ATP-vazebné domény (ATP binding cassette, 

zkratka ABC), jelikož přenášejí substráty přes plazmatickou membránu za spotřeby 

adenosintrifosfátu (ATP) (Nigam 2015). ABC proteiny jsou tvořeny doménou překlenující 

membránu (membrane-spanning domain, MSD) a doménou vázající nukleotidy (nucleotide 

binding domain, NBD), konkrétně ATP-vazebnou doménu (ATP-binding cassette). Aby byl 

ABC transportér funkční, tak je potřeba, aby obsahoval dvě domény překlenující membránu, 

které obvykle obsahují šest transmembránových segmentů, a dvě ATP-vazebné domény. 

Pouze některé ABC proteiny mají všechny funkčně potřebné složky v jednom řetězci (jedná 

se o tzv. úplné transportéry), ostatní vytvářejí membránové spojené homodimery nebo 

heterodimery (jedná se o tzv. poloviční transportéry) (Tusnády et al. 2006; Deeley et al. 

2006). 

ABC proteiny se dělí do několika skupin. ABCA proteiny jsou úplné transportéry a 

jsou kromě jiného zapojené do lipidového metabolismu. Ve skupině ABCB jsou zahrnuty 

úplné i poloviční transportéry, patří mezi ně i P-glykoprotein 1 (gen ABCB1), u kterého byla 

jako u prvního ABC proteinu prokázaná souvislost s lékovou rezistencí rakovinných buněk. 

Významným členem skupiny ABCC, kam patří úplné transportéry, je CFTR protein, jehož 

dysfunkce vede k cystické fibróze. Proteiny ze skupiny ABCD jsou poloviční transportéry, 

které jsou lokalizované v peroxisomech, kde transportují mastné kyseliny s velmi dlouhým 

řetězcem. ABCE a ABCF proteiny obsahují ATP-vazebnou doménu, ale chybí jim 

transmembránová doména. Poslední skupinou jsou ABCG proteiny. Jedná se o poloviční 

transportéry, které mají opačnou strukturu než jiné ABC proteiny, tedy doménou vázající 

nukleotidy mají na N-konci a transmembránovou doménu na C-konci (Dean et al. 2001). 

Velká rodina SLC proteinů (solute carriers) zahrnuje rozsáhlou skupinu tzv. OAT 

proteinů (organické aniontové transportéry, organic anion transporters). Tyto transportéry 

koncentrují anionty proti jejich chemickému gradientu. Kromě proximálních tubulů ledvin 

jsou exprimovány v různých epitelových buňkách, kde přispívají k bariérovým funkcím 

epitelu. Zajišťují exkreci a reabsorpci různých léků, jako jsou antibiotika, antivirotika, 

diuretika či cytostatika. Transportují také další xenobiotika, dále různé organické ionty, 

endogenní metabolity a urát (Sekine et al. 2000; 2006; Robertson a Rankin 2006; VanWert et 

al. 2009). 

 

 

 

 

 



22 
 

Tabulka 1.1 - Urátové transportéry a jejich geny 

 

Urátový 

transportér 

Označení 

proteinu 

(identifikace 

podle UniProt) 

Označení genu 

(identifikace podle 

Ensembl) 

Lokus Exprese 

proteinu 

Molekulová 

hmotnost 

Broad substrate 

specificity ATP-

binding cassette 

transporter ABCG2; 

ATP-binding cassette 

sub-family G 

member 2 

ABCG2 

(Q9UNQ0) 

ABCG2 

(ENSG00000118777) 
4q22.1 

ledviny, 

placenta, 

střevo, játra, 

mozek a další 

tkáně 

72 314 Da 

Multidrug resistance-

associated protein 4; 

ATP-binding cassette 

sub-family C 

member 4 

MRP4 

(O15439) 

ABCC4 

(ENSG00000125257) 
13q32.1 

prostata, 

vejcovody, 

mozek, 

ledviny a další 

tkáně 

149 527 Da 

Solute carrier family 

2, facilitated glucose 

transporter member 

9; Glucose 

transporter type 9 

GLUT9 

(Q9NRM0) 

SLC2A9 

(ENSG00000109667) 
4p16.1 

ledviny, játra, 

placenta, 

plíce, 

chrupavka a 

další tkáně 

58 702 Da 

Solute carrier family 

22 member 12; Urate 

transporter 1 

URAT1 

(Q96S37) 

SLC22A12 

(ENSG00000197891) 
11q13 ledviny 59 630 Da 

Solute carrier family 

22 member 6; 

Organic anion 

transporter 1 

OAT1 

(Q4U2R8) 

SLC22A6 

(ENSG00000197901) 
11q12.3 

především 

ledviny, dále 

játra, mozek, 

placenta, 

kosterní 

svalovina 

61 816 Da 

Solute carrier family 

22 member 8; 

Organic anion 

transporter 3 

OAT3 

(Q8TCC7) 

SLC22A8 

(ENSG00000149452) 
11q12.3 ledviny, srdce 59 856 Da 

Solute carrier family 

22 member 11; 

Organic anion 

transporter 4 

OAT4 

(Q9NSA0) 

SLC22A11 

(ENSG00000168065) 
11q13.1 

ledviny, 

placenta 
59 972 Da 

Solute carrier family 

22 member 13; 

Organic anion 

transporter 10 

OAT10 

(Q9Y226) 

SLC22A13 

(ENSG00000172940) 
3p22.2 

především 

ledviny, 

mozek, střevo, 

srdce, v malé 

míře i v 

dalších 

tkáních 

60 862 Da 
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Sodium-dependent 

phosphate transport 

protein 1; Solute 

carrier family 17 

member 1 

NPT1  

(Q14916) 

SLC17A1 

(ENSG00000124568) 
6p22.2 

ledviny, játra, 

mozek 
51 132 Da 

Sodium-dependent 

phosphate transport 

protein 4; Solute 

carrier family 17 

member 3 

NPT4  

(O00476) 

SLC17A3 

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

V tabulce je uvedeno shrnutí základních informací o genech a příslušných proteinech (urátových transportérech), 

které byly vybrány pro analýzu.  

Zdroje: databáze Ensembl (Howe et al. 2021), UniProt (Bateman et al. 2021) a NCBI (Agarwala et al. 2018) 

 

1.6.1 Urátový transportér ABCG2 (gen ABCG2) 

Protein ABCG2 (broad substrate specificity ATP-binding cassette transporter ABCG2; 

ATP-binding cassette sub-family G member 2) je považován za hlavní exkretor kyseliny 

močové. Je známý také pod názvem BCRP (breast cancer resistance protein). Je kódovaný 

genem ABCG2 a je složen z 655 aminokyselin. Délka transkriptu je 4844 párů bází 

(ENST00000650821), kromě něj se vyskytují ještě čtyři další kratší transkripty kódující 

protein (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021). 

Protein ABCG2 je tzv. polovičním transportérem, jelikož obsahuje pouze jednu 

doménu vázající nukleotid a jednu doménu překlenující membránu. Doména vázající 

nukleotid je klíčová pro vazbu ATP a je složena z vysoce konzervovaných sekvencí, kterými 

jsou Walkerův motiv A (umístěný v pozici aminokyselin 80 až 86), Walkerův motiv B 

(lokalizovaný v pozici aminokyselin 205 až 210) a specifická C doména neboli ABC typický 

motiv (umístěný v pozici aminokyselin 186 až 200) (Tamura et al. 2006; Macalou et al. 

2016). Předpokládá se, že MSD obsahuje šest transmembránových segmentů. Protein ABCG2 

může tedy transportovat substráty pouze, pokud je ve formě dimeru, kdy jsou k dispozici dvě 

MSD domény a dvě NBD domény (Mo a Zhang 2012).  

Protein ABCG2 zajišťuje exkreci kyseliny močové nejen v proximálních tubulech 

ledvin, ale také ve střevě (Hosomi et al. 2012). Kromě toho je exprimován i v dalších tkáních, 

jako je placenta či mozek (Howe et al. 2021). Mezi další významné substráty tohoto proteinu 

patří různá xenobiotika, toxiny a hormony. Z klinického hlediska je podstatné, že je asociován 

s lékovou rezistencí, včetně rezistence vůči antracyklinům a dalším cytostatikům, jelikož 

zvyšuje jejich eflux z buněk (Dean et al. 2001; Mao a Unadkat 2015). Byl identifikován 

v různých nádorech, jako jsou adenokarcinomy trávicího traktu, karcinomy plic, karcinomy 

endometria či myelomy (Diestra et al. 2002). 

Z hlediska vzniku primární dny je významná přítomnost jednonukleotidového 

polymorfismu p.Q141K (rs2231142), který vede k výraznému snížení exkrece kyseliny 

močové (až o 53 %) (Woodward et al. 2009; Ichida et al. 2012). Kromě toho bylo detekováno 
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několik dalších variant, u nichž byla prokázaná asociace s hyperurikémií a dnou (Onuora 

2020). 

 

1.6.2 Urátový transportér MRP4 (gen ABCC4) 

Protein MRP4 (multidrug resistance-associated protein 4; ATP-binding cassette sub-

family C member 4) je kódovaný genem ABCC4 a patří mezi exkretory kyseliny močové. Je 

exprimován na apikální membráně proximálních tubulů, ale také v dalších tkáních, jako jsou 

vejcovody, mozek či prostata. Nejdelší transkript ENST00000645237 je složen z 1325 

aminokyselin (5855 párů bází) a kromě něj alternativním sestřihem vznikají ještě čtyři další 

kratší transkripty kódující protein (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021).  

MRP4 transportuje stejně jako ostatní ABC proteiny různá léčiva a produkty 

metabolismu. Mezi jeho substráty patří metotrexát, prostaglandin E1, prostaglandin E2 či 

glukoronidy. Je zodpovědný také za vylučování cyklického adenosinmonofosfátu (cAMP) a 

cyklického guanosinmonofosfátu (cGMP) do moči (Deeley et al. 2006). Protein MRP4 je 

úplným (kompletním) transportérem, jelikož obsahuje všechny potřebné struktury pro svou 

funkci – tedy dvě MSD domény a dvě 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 intronová varianta rs4148500 (c.2034+124C>T) 

signifikantně asociovaná s hyperurikémií a dnou a také se sníženou frakční exkrecí kyseliny 

močové. Tato varianta se však prakticky nevyskytuje u evropské populace (Tanner et al. 

2017).   

 

1.6.3 Urátový transportér URAT1 (gen SLC22A12)  

Gen SLC22A12 kóduje protein URAT1 (urate transporter 1; solute carrier family 22 

member 12), který zajišťuje spolu s dalšími transportéry zpětné vstřebávání urátu. Protein 

URAT1 byl poprvé identifikován v ledvině myši a byl nejprve pojmenován jako renální 

specifický transportér (Mori et al. 1997). Je lokalizován na apikální membráně proximálních 

tubulů a kromě ledvin není exprimován v žádné jiné tkáni (Howe et al. 2021). Na rozdíl od 

jiných OAT proteinů je jeho substrátem výhradně kyselina močová (Sekine et al. 2006). Gen 

SLC22A12 se vyskytuje v pěti transkriptech, z nichž nejdelší s označením ENST00000377574 

zahrnuje 553 aminokyselin (2792 párů bází) (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021). 

Podle závěrů různých studií mají některé polymorfismy v tomto genu vliv na hladinu 

kyseliny močové. Intronová varianta c.831-1697C>T (rs475688) zvyšuje riziko dny a 

synonymní varianta p.H86H (rs3825016) je asociována s hyperurikémií (Zou et al. 2018). 

Některé vzácné varianty v SLC22A12 jsou naopak příčinou vzácné renální hypourikémie typu 

1 (viz kapitola 1.4 Hypourikémie) (Mancikova et al. 2016). 
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1.6.4 Urátový transportér GLUT9 (gen SLC2A9)  

Gen SLC2A9 kóduje protein GLUT9 (glucose transporter type 9; solute carrier family 

2, facilitated glucose transporter member 9), který patří do skupiny glukózových transportérů. 

Původně byl identifikován jako transportér glukózy a fruktózy, i když není tak výkonný jako 

transportéry GLUT1 či GLUT4. Až později byl potvrzen jeho význam v přenosu kyseliny 

močové, kterou transportuje rychleji než monosacharidy (Caulfield et al. 2008). Zajímavé je, 

že glukózové transportéry GLUT1 a GLUT5, které mají velmi podobnou proteinovou 

strukturu jako GLUT9, nemají schopnost transportovat kyselinu močovou (Long et al. 2017). 

Protein GLUT9 zajišťuje zpětné vstřebávání kyseliny močové a v proximálních 

tubulech ledvin je exprimován ve dvou odlišných sestřihových variantách, které se liší 

lokalizací. Varianta GLUT9a se nachází na bazolaterální membráně tubulů, zatímco varianta 

GLUT9b na jejich apikální membráně (So a Thorens 2010). GLUT9a má délku 540 

aminokyselin (transkript ENST0000026478, 1864 párů bází) a GLUT9b obsahuje 511 

aminokyselin (transkript ENST00000506583, 1927 párů bází). Kromě ledvin je GLUT9 

exprimován také v játrech, plicích, chrupavkách, placentě a v dalších tkáních (Bateman et al. 

2021; Howe et al. 2021). 

Pokud jde o souvislost mezi hladinou kyseliny močové a genem SLC2A9, bylo 

zjištěno, že u zdravé populace souvisí přítomnost polymorfismů v tomto genu až s 5% 

rozptylem v hodnotách sérové kyseliny močové (Vitart et al. 2008). Byly identifikovány 

genetické varianty, které snižují riziko vzniku dny, jako jsou p.V282I (rs16890979) a 

c.1002+78A>G (rs6823877), ale také jiné polymorfismy asociované s hyperurikémií 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). Kromě toho vedou některé varianty 

v SLC2A9 ke vzácné renální hypourikémii typu 2 (viz kapitola 1.4 Hypourikémie) 

(Stiburkova et al. 2012). 

 

1.6.5 Urátový transportér OAT4 (gen SLC22A11)  

Gen SLC22A11 kóduje transportér OAT4 (organic anion transporter 4; solute carrier 

family 22 member 11), který je exprimován na apikální membráně proximálních tubulů, kde 

zajišťuje zpětně vstřebávání kyseliny močové. Kromě urátu transportuje tento protein také 

hormony a různá xenobiotika. Pro jeho funkci je nutná interakce s různými anorganickými 

ionty (Hagos et al. 2007). Mimo ledvin je OAT4 vysoce exprimován také v placentě, což 

naznačuje, že pomáhá chránit plod před toxiny (Cha et al. 2000). Zároveň slouží ke 

vstřebávání prekurzorů estrogenů a k transportu dalších steroidů (Ugele et al. 2003). 

Protein OAT4 je unikátní tím, že je exprimován pouze u lidí a u vyšších primátů 

(Hagos et al. 2007). Existuje osm transkriptu tohoto genu, z nichž jsou pouze čtyři funkční. 

Nejdelší transkript ENST00000301891 zahrnuje 550 aminokyselin a 3545 párů bází (Bateman 

et al. 2021; Howe et al. 2021). 
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Byl zkoumán vliv genetických variant na hladinu kyseliny močové. Podle jedné studie 

je intronová varianta c.822-318A>G (rs17300741) spojena s dnou, jejíž příčinou je snížená 

exkrece kyseliny močové (Sakiyama et al. 2014). 

 

1.6.6 Urátový transportér OAT10 (gen SLC22A13) 

Protein OAT10 (organic anion transporter 10; solute carrier family 22 member 13) 

kódovaný genem SLC22A13 obstarává reabsorpci kyseliny močové na apikální straně 

proximálních tubulů (Higashino et al. 2020). Protein OAT10 byl u lidí identifikován v roce 

1998, kdy byl nejprve zařazen mezi organické kationtové transportéry. Později se zjistilo, že 

transportuje organické anionty, jako je je glutathion, nikotinát či p-aminohippurát, takže byl 

zařazen mezi OAT proteiny (Bahn et al. 2008; VanWert et al. 2009). Existují dvě setřihové 

varianty, z nichž funkční je pouze transkript s označením ENST00000311856, který zahrnuje 

551 aminokyselin (2555 párů bází). OAT10 je kromě ledvin exprimován také mozku, střevě, 

srdci a v malé míře i v dalších tkáních (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021). 

V rozsáhlé japonské studii bylo zjištěno, že nesynonymní varianta rs117371763 

(p.R377C) je asociována se sníženou hladinou kyseliny močové a se sníženým rizikem vzniku 

dny. Tato varianta způsobuje výrazný pokles funkce transportéru OAT10 (Higashino et al. 

2020). 

 

1.6.7 Urátový transportér NPT1 (gen SLC17A1) 

Protein NPT1 (sodium-dependent phosphate transport protein 1; solute carrier family 

17 member 1) je kódován genem SLC17A1. Jedná se o fosfátový transportér závislý na 

sodíku, který je exprimován na apikální membráně proximálních ledvinných tubulů, lze ho 

však najít také v játrech a v mozku. Kromě exkrece urátu zajišťuje transport i dalších látek, 

jako jsou organické kyseliny, glukóza či žlučové soli. Gen se vyskytuje ve čtyřech 

sestřihových variantách, nejdelší transkript s označením ENST00000244527 obsahuje 467 

aminokyselin (1819 párů bází) (Iharada et al. 2010; Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021) 

Byla prokázaná souvislost mezi jednonukleotidovými polymorfismy v genu SLC17A1 

a dnou (Hollis-Moffatt et al. 2012). Výjimkou je varianta p.I269T (rs1165196), která působí 

z hlediska dny protektivně, jelikož zřejmě zvyšuje exkreční aktivitu tohoto urátové 

transportéru (Sakiyama et al. 2016a). Podle jiných autorů je však p.I269T asociována s dnou 

(Hollis-Moffatt et al. 2012; Chiba et al. 2015). 

 

1.6.8 Urátový transportér NPT4 (gen SLC17A3) 

Dalším urátovým transportérem je NPT4 (sodium-dependent phosphate transport 

protein 4; solute carrier family 17 member 3), který je kódován genem SLC17A3. Je 

exprimován v játrech a na apikální straně proximálních tubulů a v menší míře také v dalších 

částech ledviny (Howe et al. 2021). Spolu s dalšími urátovými transportéry zajišťuje exkreci 

kyseliny močové a kromě toho transportuje i některá léčiva, jako je furosemid (Jutabha et al. 
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2010).Vyskytuje se v sedmi transkriptech, z nichž je pět funkčních. Nejdelší je transkript 

ENST00000397060, který obsahuje 498 aminokyselin (2052 párů bází). Dva další transkripty 

(konkrétně ENST00000360657 a ENST00000361703) kódující 420 aminokyselin neobsahují 

na rozdíl od transkriptu ENST00000397060 exon 4 (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021). 

Pokud jde o souvislost mezi hladinou kyseliny močové a proteinem NPT4, bylo 

v jedné studii zjištěno, že jednonukleotidové varianty p.N68H (rs387907257) a p.F304S 

(rs387907256) významně snižují transport urátu proteinem NPT4 (Jutabha et al. 2010). 

 

1.6.9 Urátový transportér OAT1 (gen SLC22A6) 

Protein OAT1 kódovaný genem SLC22A6 (organic anion transporter 1; solute carrier 

family 22 member 6) je exprimován na bazolaterální membráně proximálních tubulů a účastní 

se exkrece kyseliny močové (Motohashi et al. 2002; Bateman et al. 2021). Kromě urátu 

transportuje různá léčiva (jako jsou nesteroidní antiflogistika, ACE inhibitory, antibiotika, 

antivirotika, diuretika), mykotoxiny, uremické toxiny, prostaglandiny, vitaminy a další 

endogenní i exogenní látky. Může tedy ovlivňovat různé metabolické dráhy a dá se 

předpokládat jeho podíl na metabolických onemocněních, dně a chorobách ledvin (Liu et al. 

2016). Protein OAT1 pocházející z krysí ledviny byl v roce 1997 funkčně charakterizován 

pomocí expresního systému oocytů Xenopus leavis a brzy byly identifikovány jeho ortology u 

lidí, prasat, myší a dalších druhů (VanWert et al. 2009). Protein OAT1 se skládá z 563 

aminokyselin (2151 párů bází, transkript ENST00000377871). Kromě toho bylo zjištěno ještě 

pět dalších sestřihových variant. Je exprimován především v ledvinách a v menší míře také 

v játrech, mozku, placentě a kosterní svalovině (Bateman et al. 2021; Howe et al. 2021). 

Z literatury zatím není známá asociace mezi polymorfismy vyskytujícími se v genu 

SLC22A6 a hladinou kyseliny močové.  

 

1.6.10 Urátový transportér OAT3 (gen SLC22A8) 

Transportér OAT3 kódovaný genem SLC22A8 (organic anion transporter 3; solute 

carrier family 22 member 8) je exprimován na bazolaterální membráně proximálních tubulů a 

v menší míře také v srdci (Motohashi et al. 2002; Bateman et al. 2021). Jedná se o nejsilněji 

exprimovaný OAT protein v ledvině (Erdman et al. 2006). Existuje pět funkčních transkriptů 

proteinu OAT3. Nejdelší transkript ENST00000336232 je složen z 2180 párů bází (542 

aminokyselin) (Howe et al. 2021). 

Protein OAT3 byl poprvé izolován z mozku krys při použití sondy obsahující 

konzervované sekvence proteinu OAT1 (Kusuhara et al. 1999). Protein OAT3 zajišťuje spolu 

s dalšími urátovými transportéry exkreci kyseliny močové (Bakhiya et al. 2003). Kromě toho 

je významný z hlediska eliminace různých léčiv, xenobiotik a endogenních produktů z těla. 

V genu SLC22A8 byly zjištěny varianty, které snižují transportní funkci proteinu, z nichž 

nejvýznamnější jsou p.R149S (rs45566039), p.Q239Ter (rs11568496) a p.I260R 

(rs11568493) (Erdman et al. 2006). 
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Obrázek 1.2 - Urátové transportéry v proximálních tubulech ledvin 

 

 

 

Na obrázku je vyznačeno, které urátové transportéry se nacházejí na apikální membráně epitelu proximálních 

tubulů ledvin a které na bazolaterální membráně a jakým směrem transportují kyselinu močovou. Některé 

transportéry fungují jako exkretory kyseliny močové, konkrétně se jedná o proteiny ABCG2 (gen ABCG2), 

MRP4 (gen ABCC4), NPT1 (gen SLC17A1), NPT4 (gen SLC17A3), OAT1 (gen SLC22A6) a OAT3 (gen 

SLC22A8). Jiné zajišťují reabsorpci kyseliny močové, konkrétně jsou to proteiny GLUT9 (gen SLC2A9), 

URAT1 (gen SLC22A12), OAT4 (gen SLC22A11) a OAT10 (gen SLC22A13). Protein GLUT9 se vyskytuje ve 

dvou sestřihových variantách, GLUT9a je lokalizován na bazolaterální membráně a GLUT9b na apikální 

membráně.  

Pozn.: Seznam použité literatury je uvedený výše v podkapitolách týkajících se jednotlivých urátových 

transportérů.  
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2. Cíle práce 

Cílem této práce bylo identifikovat genetické varianty, které by mohly být asociovány 

s primární hyperurikémií a s primární dnou. Zaměřovali jsme se na polymorfismy v genech, 

které kódují významné urátové transportéry lokalizované v proximálních tubulech ledvin a 

v menší míře také ve střevě, konkrétně ABCG2 (ABCG2), ABCC4 (MRP4), SLC2A9 

(GLUT9), SLC22A12 (URAT1), SLC22A11 (OAT4), SLC22A13 (OAT10), SLC17A1 

(NPT1), SLC17A3 (NPT4), SLC22A6 (OAT1) a SLC22A8 (OAT3).  

Možnou asociaci detekovaných polymorfismů s primární hyperurikémií a dnou jsme 

posuzovali z mnoha hledisek, aby byly naše závěry co nejpřesnější. Prováděli jsme in silico 

analýzu funkčního dopadu variant pomocí predikčních programů. Dále jsme porovnávali 

alelickou frekvenci v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou s frekvencí v 

evropské populaci a v kohortě z běžné populace. Zaměřovali jsme se také na analýzu 

lokalizace variant v topologických modelech příslušných urátových transportérů. Naše zjištění 

jsme porovnávali s odbornou literaturou, včetně funkčních studií nesynonymních variant 

v genech ABCG2 a SLC2A9, které byly prováděny na spolupracujících pracovištích. Nakonec 

jsme se snažili najít odpověď na otázku, jaký dopad má u jednotlivých pacientů současný 

výskyt více variant, které jsou pozitivně asociovány s hyperurikémií a dnou, nebo naopak 

riziko onemocnění snižují.   
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3. Metodika 

Projekt zabývající se patofyziologií urátových transportérů v primární dně a 

hyperurikémii schválila etická komise Revmatologického ústavu (číslo 6181/2015). V 

následujícím schématu jsou pro přehlednost shrnuty základní kroky vedoucí k analýze 

genetických variant u pacientů s hyperurikémií a dnou, které jsou podrobně popsány dále 

v této kapitole.  

 

Obrázek 3.1 - Základní kroky vedoucí k vyšetření alelických variant v genech kódujících 

urátové transportéry 

 

 

 

3.1 Sestavení vyšetřovaných kohort 

Byly sestaveny dvě kohorty. První zahrnovala pacienty s primární hyperurikémií a 

dnou, u kterých byly vyšetřovány geny kódující urátové transportéry. Kromě toho byla 

vytvořena také kontrolní kohorta zahrnující jedince z běžné populace, u které byly 

vyšetřovány vybrané alelické varianty. 

 

3.1.1 Kohorta pacientů s primární hyperurikémií a dnou 

Do kohorty byli zařazeni převážně pacienti z Revmatologického ústavu a z menší části 

také pacienti z Kliniky pediatrie a dědičných poruch metabolismu 1. LF UK a VFN. Původní 

kohorta 150 jedinců byla postupně rozšiřována o nové pacienty, u kterých byly primárně 

vyšetřovány geny kódující urátové transportéry, které mají dle literatury významnější vliv na 

hladinu kyseliny močové (Merriman 2015; Nigam a Bhatnagar 2018; Zhu et al. 2018). 

Velikost kohorty uváděná v této práci je tedy různě široká u jednotlivých vyšetřovaných genů: 

 geny ABCG2, SLC2A9 a SLC22A12: 250 jedinců (z toho 182 jedinců s primární 

dnou a 68 jedinců s primární hyperurikémií)  

 geny ABCC4, SLC22A11, SLC22A13, SLC17A1, SLC17A3, SLC22A6 a 

SLC22A8: 150 jedinců (z toho 115 jedinců s primární dnou a 35 jedinců 

s primární hyperurikémií) 

Dna byla diagnostikována na základě klasifikačních kritérií, která byla navržena a 

schválena 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 jedinců s primární hyperurikémií byly opakovaně naměřeny hodnoty nad 360 µmol/l 

u žen a nad 420 µmol/l u mužů.  

Pro naši studii bylo podstatné, aby byli v kohortě zařazeni pouze jedinci s primární 

hyperurikémií a dnou. Snažili jsme se tedy o vyloučení pacientů se sekundární dnou a 

enzymopatiemi, které vedou k hyperurikémii. K tomu sloužilo jednak vyšetření purinových 

metabolitů, a jednak dotazník, který vyplňovali ošetřující lékaři a zdravotní sestry. V 

dotazníku byla vyznačena rodinná anamnéza a věk nástupu primární hyperurikémie nebo dny. 

Byly zde zaznamenány i základní klinické údaje, jako je váha a systolický a diastolický tlak. 

Důležitou součástí dotazníku byly také komorbidity, které mohou ovlivňovat hladinu kyseliny 

močové, jako jsou nefrologická onemocnění, těžká psoriáza či aktivní maligní onemocnění. 

Purinové metabolity, konkrétně xanthin, hypoxanthin a oxypurinol, byly měřeny u každého 

pacienta dvakrát. První vzorek se odebíral za současné léčby alopurinolem nebo 

febuxostatem, během které byly očekávaným nálezem zvýšené hladiny xantinu a 

hypoxantinu. Pro druhé měření byli pacienti požádáni, aby 72 hodin před odběrem vzorku 

vysadili léky (což bylo schváleno etickou komisí Revmatologického ústavu). Vzorek byl 

samozřejmě odebírán i od pacientů před zahájením terapie alopurinolem nebo febuxostatem, 

aby nemuseli později kvůli tomuto vyšetření vysazovat léky. Ke stanovení purinových 

metabolitů byla použita vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC). Vyšetření 

probíhalo na spolupracujícím pracovišti (Biochemická laboratoř, Klinika pediatrie a 

dědičných poruch metabolismu 1. LF UK a VFN) pomocí detektoru fotodiodového pole 

Waters 2695 a 2998. 

V diagnostických laboratořích Revmatologického ústavu bylo provedeno biochemické 

vyšetření, mezi stanovované analyty patřila hladiny kyseliny močové v séru a v moči, frakční 

exkrece kyseliny močové, kreatinin, glukóza, fosfor, vápník, fosfor, vitamin D, parametry 

lipidového metabolismu, jaterní enzymy a kreatinkináza. Byl vyšetřován také C-reaktivní 

protein.  

Klinická a biochemická data jedinců v kohortě pacientů jsme charakterizovali pomocí 

mediánu a interkvartilového rozpětí, které pokrývá 50 % zjištěných hodnot a slouží 

k charakteristice variability dat. Čím menší je interkvartilové rozpětí, tím blíže jsou 

pozorovaná data soustředěná kolem mediánu. 

 

3.1.2 Kontrolní kohorta 

Kontrolní skupina jedinců z běžné populace zahrnovala 174 osob, jednalo se 

především o zaměstnance Revmatologického ústavu a jejich rodinné příslušníky. U těchto 

jedinců bylo provedeno biochemické vyšetření a byly zaznamenány klinické parametry stejně 

jako u kohorty jedinců s hyperurikémií a dnou. Vyšetřením bylo zjištěno, že 164 jedinců 

z kontrolní skupiny mělo normální hladinu sérové kyseliny močové, osm jedinců mělo 

hyperurikémií a dva lidé měli mírnou hypourikémií.  
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3.2 Izolace genomové DNA 

K izolaci genomové DNA z plné periferní krve jsme používali komerční kit QIAamp 

DNA Mini Kits (Qiagen). Postupovali jsme podle návodu od výrobce. Princip metody je 

založený na vazbě DNA na speciální silikagelovou membránu, přičemž inhibitory 

polymerázové řetězové reakce jsou odstraněny v promývacích krocích. Izolovaná DNA byla 

následně až do analýzy uchována při teplotě -20°C. 

 

3.3 Polymerázová řetězová reakce 

Metodu polymerázové řetězové reakce (PCR) objevil v roce 1983 Kerry Mullis 

(Mullis 1990). Od té doby se základní protokol nijak nezměnil a skládá se z následujících 

několika kroků: 

1. Úvodní denaturace DNA, probíhá při teplotě 94 °C až 95 °C obvykle po dobu 5 

až 10 minut.  

Následující tři kroky (2 až 4) jsou cyklicky opakovány. Počet cyklů se liší dle 

protokolu, delší PCR produkty vyžadují více cyklů. Obvyklý počet opakování je 35. 

2. Denaturace DNA, probíhá při teplotě 94 °C až 95 °C obvykle po dobu 15 až 30 

sekund. 

3. Nasednutí primerů na DNA, teplota je specifická pro každý pár primerů, většinou 

se pohybuje mezi 48 °C a 65 °C. Doba trvání této fáze je obvykle 30 až 45 

sekund.    

4. Syntéza DNA, která obvykle probíhá při teplotě 72 °C (teplota se může lišit 

v závislosti na použité polymeráze). Doba trvání této fáze závisí na délce 

výsledného PCR produktu, pro úsek 1000 párů bází stačí jedna minuta. 

5. Po uplynutí cyklů následuje závěrečná syntéza DNA při 72 °C obvykle po dobu 7 

až 10 minut. 

6. Ochlazení PCR reakce na 4 °C.  

Základními složkami PCR reakce jsou primery, genomová DNA, volné nukleotidy a 

DNA polymeráza. Primery syntetizované od výrobce je třeba před použitím naředit na 

pracovní koncentraci, v našem případě jsme používali primery o koncentraci 10 pmol/μl. 

Izolováním získanou genomovou DNA jsme ředili na koncentraci 20 ng/μl. Dále jsme 

používali speciální komerční PCR mixy, které už obsahovaly volné nukleotidy, DNA 

polymerázu a další pomocné složky. 

Pro návrh primerů jsme používali volně dostupný program Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Po zadání vstupních dat (sekvence, 

očekávaná délka PCR produktu, teplota tání) program navrhl různé možnosti umístění páru 

primerů včetně seznamu případných nechtěných PCR produktů. Vybrané specifické primery 

byly následně objednány u externí firmy, pro jeden PCR produkt se jednalo vždy o jeden 

primer přední (neboli forward, označován jako primer F) a jeden primer zadní (neboli reverse, 

označován jako primer R). Sekvence primerů je standardně uváděná ve směru 5' → 3'. 
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Páry primerů byly navrhovány pro jednotlivé exony a exon-intronová rozhraní tak, aby 

bylo možné sekvenováním vyšetřit alespoň 100 párů bází před a za exonem. V některých 

případech, kdy se mezi dvěma exony nacházela velmi krátká intronová oblast, tak byl navržen 

jeden pár primerů pro oba exony. Primery jsme se snažili designovat tak, aby výsledný PCR 

produkt nebyl delší než 800 párů bází. Delší úseky totiž nelze kvůli limitacím používaného 

sekvenátoru Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) s 

elektroforetickými kapilárami o délce 50 cm bez problémů analyzovat. 

Dalším krokem byla optimalizace podmínek PCR reakce, která spočívá ve volbě DNA 

polymerázy a stanovení teploty nasednutí primerů na DNA (neboli teplotu annealingu) 

pomocí teplotního gradientu (opakování té samé reakce v teplotním rozmezí 48 °C až 65 °C). 

Příliš nízká teplota annealingu vede k tvorbě nežádoucích PCR produktů, jelikož primery 

nasedají na vlákno DNA nespecificky. Zvýšením teploty annealingu se specificita zvyšuje, 

příliš vysoká teplota však vede k potlačení tvorby žádoucího PCR produktu. Pro PCR exonů 

jednotlivých genů jsme tedy používali již optimalizované podmínky, které jsou uvedeny 

v následujícím textu. Pro všechny geny byl použitý následující mix PCR reakce, pokud není 

dále v textu uvedeno jinak: 

Combi PPP Master Mix (Top-Bio):  10 μl 

Primery F a R:    0,8 μl 

Voda:      7,4 μl 

Genomová DNA (koncentrace 20 ng/μl): 1 μl 

Vznik požádovaného PCR produktu jsme ověřovali pomocí elektroforézy s využitím 

2% agarózového gelu. Dále následovalo přečištění pomocí komerčního kitu Presto 96 Well 

PCR Cleanup Kits (Geneaid). Postupovali jsme podle návodu od výrobce. Principem metody 

je vazba fragmentů na matrici ze skleněných vláken, která je v každé jamce přečišťovací 

destičky. Nežádoucí složky jsou odstraněny v promývacích krocích a na závěr jsou PCR 

produkty z přečišťovací destičky uvolněny elučním pufrem. 

 

3.3.1 Primery a podmínky PCR pro gen ABCG2  

Primery byly navrženy pro všechny 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 μl 

Primery F a R:     0,8 μl 

Voda:      7,4 μl 

Genomová DNA:    1 μl 

 

Teplotní 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  30 s 

3. x °C  30 s 

- 57 °C: exony 3, 4, 5, 7, 9, 12, 13 

- 61,4 °C: exony 2, 6, 8, 11, 16 

- 65 °C: exon 10 

- 62,5 °C: exon 14   

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C   

 

Teplotní profil pro exon 15: 

1. 94 °C  2 min 

2. 94 °C  15 s 

3. 53,5 °C   15 s     

4. 72 °C  30 s (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  5 min 

6. 4 °C    

 

3.3.2 Primery a podmínky PCR pro gen ABCC4 

Primery byly navrženy pro všechny exony transkriptu ENST00000645237: 

primer F (5´ → 3´):    primer R (5´ → 3´): 

exon 1  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 μl 

Primery F a R:    0,8 μl 

DMSO     1 μl 

Voda:     6,4 μl 

Genomová DNA:   1 μl 

 

Teplotní profily pro jednotlivé exony: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. x °C   30 s  

- 55,3 °C: exony 3, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 21, 22, 23, 25, 27, 28 

- 60,7 °C: exon 2 

- 62,4 °C: exon 4 

- 64 °C: exony 9, 19, 24, 26, 30, 31 

- 65,1 °C: exony 7 

- 66,3 °C: exony 1 

- 66,7 °C: exony 16, 18, 20, 29 

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C   

 

3.3.3 Primery a podmínky PCR pro gen SLC22A12  

Primery byly navrženy pro všechny 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 a 4  CATAGGGTGGGCTCTAGGTGTTCCAGAG   GGAGAGTGGGCAGGATCTCCTCTGAGGA 

exony 5 a 6 GCCAGGCACTGGGGGCCACAGGCAAT CCGTGTGCCAGCGAGAGCCCCGATT 

exon 7  GCCCCCACCGCCCATTGTTCC   CTCCGGCAGCCTCCTTCCTACCAG 

exon 8   GCTGAAGGGAGCCCTCATCTGATCTTGG TAGGTCTGGGAGAAGCCAGTCCTGCCTG 

exon 9   GCCTGGCCCGGCGTGCAGGATCAA GCCTCTGCTTCCGCCTCTGTCAA 

exon 10   CTGGGCCCCCGAGAGCA   GGGGCCCCTTGGACTGTGAG 

 

Primery pro exony 1, 2, 5 a 6, 7, 8, 10 navíc obsahují přesahující konce (tzv. overhangs), které mají 

sekvenci univerzálních primerů T7 (5´ → 3´: AATACGACTCACTATAG) a RP (5´ → 3´: 

GAAACAGCTATGACCATG). Z toho důvodu byly pro sekvenování používány primery T7 a RP. 

 

Mix pro PCR reakce exonů 3 a 4, 9: 

LA Hot Start Master Mix (Top-Bio): 12,5 μl 

Primery F a R:    1 μl 

Voda:     9,5 μl 

Genomová DNA:   1 μl 

 

Teplotní profily pro exony 1, 2, 3 a 4, 5 a 6, 7, 8, 9, 10: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. x °C  30 s  

- 62 °C: exony 3 a 4, 9 

- 64 °C: exon 1 

- 66 °C: exony 2, 5 a 6, 7, 8, 10  

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C   

 

3.3.4 Primery a podmínky PCR pro gen SLC2A9 

Z vyšetřovaných genů se pouze SLC2A9 významně liší ve dvou transkriptech: 

 ENST00000264784, obsahuje 12 exonů 

 ENST00000506583, obsahuje 10 exonů (chybí exony 1 a 2, navíc se liší exon 3 od 

exonu 3 z transkriptu ENST00000264784) 

Byly navrženy primery pro 12 exonů transkriptu ENST00000264784 a dále pro exon 3 transkriptu 

ENST00000506583 (zde označován 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  GGGGACATCAAGTGACCTGTC  ATCCCCAGTCAGGCTTTGCTT 

exon 11   TGGGGGGGTTCTAAAGTGTG  TCCAGTTGAGAGGAGAGAGATC 

exon 12  TGGTGTTTTGTCTAGGAGTAT  ATAGAAGAACGCTGGGTCTAC 

exon 3 varianta 2 CTGTGTCCTATCCTGGCATCC  CTGCTGCTCACTCTTTTCTCT 

 

Teplotní profily pro jednotlivé exony: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. 58 °C   30 s  

- 58 °C: exony 1, 2, 10  

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

- 64 °C: exon 12 

- 66 °C: exony 9, 11 

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C  

 

3.3.5 Primery a podmínky PCR pro gen SLC22A11 

Primery byly navrženy pro všechny exony transkriptu ENST00000301891: 

primer F (5´ → 3´):    primer R (5´ → 3´): 

exon 1  GGACTGAGGGACTGACTCAACT  GGCCCCATCTGTAGACTGATCC 

exon 2  CTCTACCTCTGTGACCTGGC  GAAACAGAGGAGGCAGGAGG 

exony 3 a 4 CAAGAAGGAGGAGCTGGCTG  CTGCAACACTTAGCCCAGGA 

exon 5  TTATTCTGAAACCGCTGGGGAC  ATGATCCCTCAGTGCACGTCCT 

exon 6  AGAGTGAAGATGGGGTCGGA  TCCCAGACAGAAATGCACCC 

exon 7  GTGTGTGAAGGGATGGTGGA  AGAGAGGGATTCCAGGTCCTC 

exon 8  CTATGCTCTGTCCCCCAACC  CTGCTTCTGTCTGGGTCGAG 

exon 9  GAGAAGCCCTTAAGTTGCCCA  TGATCACTTTCTACCCATGAGAC 

exon 10  CGGAGAAGCTGGGACTTCAT  GGGGTGAGATTGGAACCCAG 

 

Teplotní profil pro jednotlivé exony: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. x °C   30 s 

- 61 °C: exony 3 a 4, 5, 6, 8 

- 65 °C: exony 1, 2, 7, 9, 10   

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C   

 

3.3.6 Primery a podmínky PCR pro gen SLC22A13 

Primery byly navrženy pro všechny exony transkriptu ENST00000311856: 

primer F (5´ → 3´):    primer R (5´ → 3´): 

exon 1  AGCAAGTTCCCAGAGCCAAG  ACCAGCAAAAGGACAAGCCT 

exony 2 a 3 GACAGGTGGTGTAGGGCTTG  CCAGTGCGACCACTTCAGAT 

exon 4  TCCCCCTTATGCCCCTTACA  AACCCCACCACAACACAACT 
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exony 5 a 6 GTGTGGGGTTCAGTTTGCAC  GAGACCATCCCAGCCAAACA 

exon 7  TGCTGTGACTGCTGACCAAG  CGGGAAGCCTTTACTCCTGG 

exon 8  TTCTGCTTCCAGGAGTAAAGGC  GCAAGCTAAGTAGACCTGGGC 

exony 9 a 10 GTCTGGACTCTCCCGAGGAA  CAGATTGTGGTGTCCTGCCT 

 

Teplotní profil pro jednotlivé exony: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. x °C   30 s     

- 62 °C: exony 1, 4 

- 64 °C: exony 2 a 3, 5 a 6, 7, 8, 9 a 10 

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C   

 

3.3.7 Primery a podmínky PCR pro gen SLC17A1 

Primery byly navrženy pro všechny exony transkriptu ENST00000244527: 

primer F (5´ → 3´):    primer R (5´ → 3´): 

exon 2  ATGGAGGTGAATGGGCACTG  GTCCAAGAATGCAGGGACTCA 

exon 3  GGGCTCCAAATTTCTGAATGTCC  AGAAGGATTTACACAACAAGCCC 

exony 4 a 5 GGGGAGCTACTTTCCATGAGG  TGATTTCCAAAGCCCTTGACC 

exon 6    AGCATTCTTGCTATGAAGATGAGAG TCTCTTTCACTCAGTGGAGTTCA 

exony 7 a 8 GAGGGGTCCCTGTGGATAAAAG        TGCGACTAGGGTCGTTAGAGA 

exony 9 a 10 GGTAATGTGGTCCCAGCAGTAAT     GCTAAGTGTGTGAGGTAATGCA 

exon 11  AACGCCAACCTTTCTGACTCT  TCCTTCTGGCATCTTCTCTGC 

exon 12  ATGATGACGTTTTCGGCTATGT  ATGATGACGTTTTCGGCTATGT 

 

Teplotní profil pro jednotlivé exony: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. x °C   30 s  

- 59 °C: exony 3, 9 a 10 

- 60 °C: exon 6 

- 62 °C: exony 2, 4 a 5, 7 a 8, 11, 12  

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C  

 

3.3.8 Primery a podmínky PCR pro gen SLC17A3 

Primery byly navrženy pro všechny exony transkriptu ENST00000397060: 

primer F (5´ → 3´):    primer R (5´ → 3´): 

exon 2  ACTGGCACACCAAGAGCAC  GCAATCACAAGCAGGACA  

exon 3  CAGAACCCCCGAGATCAA  TCCAAGCAAATAAACAGCAA 

exony 4 a 5 TTGAAAGCAAGCAAAAGGTC  CATTGAGCAGATGATGAGGA 

exon 6    TGCTCGTCTCCTTATGGTTT  AGGCAGGAGAACTTCCAAA 

exon 7  GTGTGGTGCCACTTCTAGGC  CCAGATTTAAGGCCTCAAGA 
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exon 8  CATCTGTCGGATTTACCGTT  TGGAATGATTAGTGAGGGCA 

exony 9 a 10 GTTGTGGTCTCACTGCCTTT  TGTGGTTCTTCCCCTATGGT 

exon 11  GGGGAAGAACCACAGATAGACC  ATTGCCCAAAACATAGCAGGTTG 

exon 12  AGCCACTTTCAGGAAATGAA  CCATCCAAGGTGGGATAACT 

 

Teplotní profil pro jednotlivé exony: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. x °C   30 s  

- 51,2 °C: exon 3  

- 58 °C: exony 4 a 5, 6  

- 62 °C: exony 8 a 12  

- 63 °C: exony 9 a 10, 11  

- 65,5 °C: exony 2, 7  

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C   

 

3.3.9 Primery a podmínky PCR pro gen SLC22A6 

Primery byly navrženy pro všechny exony transkriptu ENST00000377871: 

primer F (5´ → 3´):    primer R (5´ → 3´): 

exon 1  CTCCAGCGAAGGACAGCAG  GGGTCCATGTCACCCTCTTC 

exon 2  CAAGATGGGAAGATGGGGGC  GGGAGGAGGGGAGACTTGTA 

exon 3  CTACAGCACCAGCCTCATACT  TGTTCTATTGGCAGGAAGGTGA 

exon 4  CATCACCCTGGCACTCAACT  ACACAGAGGCATTGGACTGG 

exony 5 a 6 GCCTCGTGGTCCTAGAGAGA  CCCTAGTGTGGGGTTACTGC 

exony 7 a 8 TAGCCAAGGCAGATTCCAGC  TGAGGTGTGTACTCAGTGGC 

exon 9  GAGAGGAGGTACCGGGAGTG  CTCAGCTATGCCTGGACACC 

exon 10  CTCTGTGTCCCTTTGTCCCC  CTTCCTCCTCCTTGTGTGGG 

 

Teplotní profil pro jednotlivé exony: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. x °C   30 s  

- 62 °C: exony 1, 2, 3, 4, 5 a 6, 9 

- 63,2 °C: exony 7 a 8, 10  

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C   

 

3.3.10 Primery a podmínky PCR pro gen SLC22A8 

Primery byly navrženy pro všechny exony transkriptu ENST00000336232: 

primer F (5´ → 3´):    primer R (5´ → 3´): 

exon 1  ACGCACTACCAGGCACAAATA  AGACCCCAGCCTCCTCTG 

exon 2  CCGAAGAGCCACAGACAAAC  GATTCCAGTTGTAAGGGCTTTG 
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exon 3  CTGAGGCGGATGTAGAGGAG  AGAGTGTCAGGTCCAGGGTAAG 

exon 4  GAGTCCTATCGCCTTGAGCC  ATCCCGTCCACCTCCACTTA 

exon 5  GAGAACACTGGAATTTGTGCTG  CTAGTGGGCAGGACGAAGAG 

exon 6    GGCTCACAGCCTATACCACATC  CCAGGAGAGGGGATTCTCTG 

exon 7  TGGCACAAGAAGTGAAGCTATT  CACAGTGACTTAGAGGCAGAGC 

exon 8  CAGCTTTAAGTTTGGATCTGAGC  GAGTAGGGATTGGTAGCCTGTG 

exony 9 a 10 ACACAGGTCAGGTGGGACTGT  ATATGGGGCCTCCCTATACTCCTA 

 

Teplotní profil pro jednotlivé exony: 

1. 94 °C  5 min 

2. 94 °C  30 s 

3. x °C   30 s  

- 54 °C: exon 4  

- 55,6 °C: exony 9 a 10  

- 59,3 °C: exony 1, 2, 3, 6  

- 61,8 °C: exon 5, 8  

- 66 °C: exon 7  

4. 72 °C  1 min (opakování kroků 2 až 4 celkem 35x) 

5. 72 °C  10 min 

6. 4 °C  

 

3.4 Sekvenování 

K analýze PCR produktů jsme používali kapilární sekvenátor Applied Biosystems 

3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Tento přístroj využívá metodu Sangerova 

sekvenování, kterou zveřejnil v roce 1977 Frederick Sanger a jeho tým (Sanger et al. 1977). 

Principem této metody je, že do reakční směsi primerů a DNA polymerázy jsou přidány 

kromě standardních nukleových bází (deoxyribonukleotidtrifosfátů) i pozměněné 

dideoxyribonukleotidtrifosfáty. Tyto modifikované nukleotidy neobsahují na rozdíl od 

běžných nukleových bází 3’OH skupinu, která je potřeba k vytvoření další fosfodiesterové 

vazby, což vede k zástavě elongace řetězce DNA. Vznikají různě dlouhé fragmenty, které 

jsou ukončeny značenými dideoxyribonukleotidtrifosfáty. Sekvence DNA je určena analýzou 

těchto fragmentů pomocí kapilární elektroforézy v sekvenátoru. 

Pro sekvenační reakci jsme používali komerční kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems) a postupovali jsme podle návodu od výrobce. Tento kit 

obsahuje všechny složky, které jsou nutné pro Sangerovo sekvenování, s výjimkou PCR 

produktů a sekvenačních primerů. Experimentálně jsme zjistili, jestli je pro daný PCR produkt 

lepší používat primer F nebo primer R. Pokud byl PCR produkt delší než 700 párů bází nebo 

pokud jsme potřebovali ověřit přítomnost vzácné genetické varianty, tak jsme používali oba 

primery ve dvou sekvenačních reakcích. 

Sekvenační produkty je třeba očistit od zbytků primerů, nukleotidů, barviv a dalších 

nečistot, k čemuž jsme používali komerční destičky CentriPure Dye Terminator - 96-well 

plates (Genaxxon bioscience). Tyto destičky obsahují dextranový gel, který zachytává 
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nečistoty a propouští pouze vodu a sekvenační produkty. Postupovali jsme podle návodu 

výrobce. 

Takto přečištěné sekvenační produkty již bylo možné analyzovat v sekvenátoru 

Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer s elektroforetickými kapilárami o délce 50 cm. 

 

3.5 Hodnocení nalezených variant  

Sekvence jsme analyzovali pomocí softwaru Lasergene (DNASTAR), který umožňuje 

porovnat analyzované sekvence s referenčními sekvencemi daného úseku.  

Genetické varianty lze obecně rozdělit na (Eichler 2019; Howe et al. 2021): 

A. Jednonukleotidové varianty (single-nucleotide variants, SNV) 

Mohou být označovány také jako jednonukleotidové polymorfismy (single-nucleotide 

polymorphism, SNP), pokud je známo, že se vyskytují alespoň u 1 % jedinců 

v populaci. 

Tyto substituce jednoho páru bází lze dále rozdělit na: 

1. SNV vyskytující se v nekódující oblasti genu 

Některé SNV v intronu mohou vést k alternativnímu sestřihu. 

2. SNV vyskytující se v kódující oblasti genu: 

a. Nesynonymní SNV 

i. Missense záměny (vedou k záměně aminokyseliny) 

ii. Nonsense záměny (vedou ke vzniku nového stop kodonu) 

b. Synonymní SNV (nedochází k záměně aminokyseliny) 

B. Krátké inzerce a delece (délka 1 až 49 bp) 

C. Strukturní variace (rozsáhlé, délka nad 50 bp) 

1. Inzerce 

2. Delece 

3. Inverze 

4. Variabilita počtu kopií (copy number variation, CNV) 

U genů kódujících urátové transportéry jsme nacházeli především jednonukleotidové 

varianty (převážně intronové, synonymní a nesynonymní missense záměny) a krátké delece. 

Genetické varianty přítomné v analyzovaných sekvencích jsme určovali s využitím databáze 

NCBI - National Center for Biotechnology Information (Agarwala et al. 2018). Po zadání 

sekvence lze vyhledat přesnou pozici varianty v daném genu, včetně jejího identifikačního 

kódu a dalších informací. Podrobnější informace k variantám lze dohledat například v 

databázi Ensembl (Howe et al. 2021).  

 

3.5.1 Určení minoritní alelické frekvence 

U jednotlivých variant jsme počítali minoritní alelickou frekvenci (MAF) v kohortě, 

kterou jsme porovnali s údaji v databázích, ve kterých lze najít MAF pro jednotlivé populace 

(například pro evropskou populaci), stejně jako souhrnnou celosvětovou MAF. Mezi tyto 
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databáze patří například Ensembl (Howe et al. 2021) nebo NCBI dbSNP (Agarwala et al. 

2018), které sdružují data z různých zdrojů (jako je ExAC, 1000Genomes, gnomAD, NHLBI 

Exome Sequencing Project). V případě vybraných variant jsme MAF v kohortě pacientů se 

dnou a hyperurikémií porovnali s MAF v kontrolní kohortě z běžné populace (viz kapitola 3.6 

Vyšetření u kontrolní skupiny z běžné populace). 

 

3.5.2 Predikce funkčního dopadu variant  

Predikční programy jsme používali především k analýze variant, které zatím nebyly 

uvedeny v dostupných genetických databázích nebo u kterých nebyly v literatuře nalezeny 

žádné podrobnosti ani závěry z funkčních studií. Tyto programy se zaměřují na odhad 

funkčnosti proteinu se zaměněnou aminokyselinou, slouží tedy k analýze nesynonymních 

jednonukleotidových variant. Patří mezi ně například 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/) či MutPred 

(http://mutpred.mutdb.org/). Tyto programy přiřazují k variantám skóre a slovní hodnocení, 

zda se jedná o variantu benigní, nebo poškozující (způsobující onemocnění). K hodnocení 

možného dopadu varianty na sestřih proteinu lze použít například program Human Splicing 

Finder (www.umd.be/HSF3) či Splice Site Prediction 

(https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).  

 

3.5.3 Porovnání alelické frekvence ve vyšetřované kohortě a v evropské populaci 

Pro hodnocení genetických variant jsme předpokládali nulovou hypotézu, že naše data 

(tedy alelická frekvence variant) v kohortě jedinců s hyperurikémií a dnou vznikla výběrem 

z evropské populace, která je definována alelickými frekvencemi pro jednotlivé genetické 

varianty. Pomocí binomického testu jsme tedy u jednotlivých variant zjišťovali, zda by mohly 

být rozdíly mezi alelickou frekvencí v naší kohortě a alelickou frekvencí v evropské populaci 

větší, než jaké by se daly čekat v důsledku náhodné variability. Za statisticky významnou 

jsme považovali p-hodnotu ≤ 0,0005, kterou jsme na základě výsledků binomického testu 

stanovovali pomocí oboustranného Z-testu.   

 

3.5.4 Topologické modely 

Některé polymorfismy se mohou vyskytovat v oblastech polypeptidového řetězce, 

které jsou důležité pro transportní funkci proteinu. Jedná se například o ATP-vazebné domény 

ABC proteinů či oblasti časté fosforylace. Lokalizace nesynonymní varianty ve funkčně 

významném místě může naznačit negativní dopad na funkci proteinu. Zajímalo nás tedy 

umístění identifikovaných alelických variant ve struktuře konkrétního proteinu, pro což jsme 

použili program TOPO2, neboli Transmembrane protein display software (Johns 2021). 

K vytvoření předpokládané sekundární struktury je třeba v tomto programu zadat veškerá 

vstupní data týkající se daného proteinu, tedy aminokyselinovou sekvenci, umístění N-konce 
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proteinu (intracelulárně nebo extracelulárně), typ a počet jednotlivých domén včetně 

příslušných aminokyselin – tyto informace jsme získali z veřejně přístupné databáze UniProt 

a v případě nejasností také z odborné literatury věnované příslušným proteinům (Bateman et 

al. 2021). Pomocí programu TOPO2 lze barevně odlišit požadované oblasti, čehož jsme 

využili ke znázornění identifikovaných alelických variant a ATP-vazebné domény. 

 

3.5.6 Funkční studie 

U proteinů, které mají v důsledku alelické varianty pozměněný aminokyselinový 

řetězec, lze vliv na transport kyseliny močové částečně odhadnout pomocí výše uvedených 

predikčních programů. Mnohem přesnější odpověď však přinášejí funkční studie zaměřené na 

míru exprese proteinu a schopnost přenosu urátu, které u vybraných variant prováděli naši 

kolegové z Katedry buněčné biologie Přírodovědecké fakulty UK a z Oddělení farmacie 

Tokijské univerzity. V genu ABCG2 se zaměřili na deleci p.K360del (rs750972998) a na 

vzácné nesynonymní varianty p.R147W (rs372192400), p.T153M (rs753759474), p.F373C 

(rs752626614), p.T421A (rs199854112), p.T434M (rs769734146), p.S476P, p.S572R 

(rs200894058) a p.D620N (rs34783571) (Toyoda et al. 2019) (viz Příloha 4). V genu SLC2A9 

byly zkoumány nesynonymní varianty p.A17T (rs6820230), p.G25R (rs2276961), p.T275M 

(rs112404957), p.D281H (rs73225891), p.V282I (rs16890979), p.R294H (rs3733591) a 

p.P350L (rs2280205) (Hurba et al. 2014). 

 

3.6 Vyšetření u kontrolní kohorty 

U kontrolní kohorty z běžné populace jsme vyšetřovali přítomnost vybraných variant, 

které již byly detekovány sekvenováním u pacientů s primární hyperurikémií a dnou. 

Zaměřovali jsme se především na časté i vzácné nesynonymní varianty v genu ABCG2 a 

vzácné varianty v dalších genech: 

 Gen ABCG2: varianty p.V12M (rs2231137), p.Q141K (rs2231142), p.R147W 

(rs372192400), p.T153M (rs753759474), p.F373C (rs752626614), p.T421A 

(rs199854112), p.T434M (rs769734146), p.S476P, p.S572R (rs200894058) a 

p.D620N (rs34783571) 

 Gen SLC22A11: varianty p.V202M (rs201209258) a p.R343L (rs75933978) 

 Gen SLC22A13: varianty p.R16H (rs72542450) a p.R102H (rs113229654) 

 Gen SLC22A6: varianta p.P104L (rs11568627)  

 Gen SLC22A8: varianty p.R149C (rs45566039), p.V448I (rs11568486) a p.R513Q 

(rs145474422) 

Všechny uvedené varianty byly s výjimkou p.D620N vyšetřeny metodou tetra-primer ARMS-

PCR. Pro analýzu p.D620N byla použita metoda RFLP-PCR, jelikož se nám u této varianty 

nepodařilo optimalizovat podmínky tetra-primer ARMS-PCR reakce. 
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3.6.1 Metoda tetra-primer ARMS-PCR 

Metoda tetra-primer ARMS-PCR (amplifikační refrakterní mutační systém, 

amplification  refractory  mutation  systém, ARMS) byla převzata z článku s názvem „An 

efficient procedure for genotyping single nucleotidepolymorphisms“ (Ye et al. 2001). Tato 

metoda umožňuje amplifikovat obě varianty dané alely v jedné PCR reakci. V reakční směsi 

se používají dva páry primerů, které jsme pro vybrané nesynonymní varianty navrhli pomocí 

programu PRIMER1 (http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html). Dále jsme provedli gelovou 

elektroforézu, pomocí které šlo odlišit přítomnost vyšetřované varianty od standardní alely 

(tzv. divoký typ, z anglického „wild type“, zkratka wt). Podle velikosti PCR produktů a jejich 

počtu lze také rozlišit, jestli je daná varianta homozygotní (dva PCR produkty), nebo 

heterozygotní (tři PCR produkty). Při analýze vzorků z kontrolní populace jsme zároveň vždy 

vyšetřovali vzorek od pacienta s příslušnou variantou.  

 

3.6.2 Metoda RFLP-PCR 

Metoda RFLP-PCR (polymorfismus délky restrikčních fragmentů, restriction fragment 

length polymorphism, RFLP) je založena na použití restrikční endonukleázy k detekci 

jednonukleotidových variant nebo krátkých delecí a inzercí. Je třeba vybrat takový restrikční 

enzym, aby se jím rozpoznávaná sekvence nacházela v místě výskytu dané varianty a aby šlo 

štěpením od sebe odlišit standardní alelu od varianty. 

Tuto metodu jsme použili pro analýzu varianty p.D620N, která se nachází v exonu 16 

genu ABCG2. Nejprve bylo nutné provést amplifikaci exonu 16 pomocí specifických primerů. 

Pro štěpení PCR produktů jsme používali enzym Mbo I, jehož restrikční místa jsou: 

5’…▼GATC…3′ 

3’…CTAG▲…5′  

K analýze fragmentů byla použita gelová elektroforéza. Pro kontrolu byl analyzován i 

vzorek DNA od pacienta s variantou p.D620N. 

 

3.7 Vyšetření komplementární DNA 

Komplementární DNA (cDNA) jsme vyšetřovali v případech, kdy nebylo možné 

sekvenováním genomové DNA s jistotou rozpoznat genetickou variantu, typicky se to stávalo 

při výskytu delecí a inzercí a v genech SLC22A12, SLC2A9 a ABCG2. Vyšetření jsme 

používali i u variant lokalizovaných v exon-intronových rozhraních k posouzení možného 

dopadu na sestřih proteinu. Komplementární DNA, která vzniká reverzní transkripcí, jsme 

mohli tímto způsobem vyšetřit pouze u genů kódujících proteiny, které jsou exprimovány 

v krvi (protein URAT1 kódovaný genem SLC22A12 je exprimován výhradně v ledvinách). 

Pro PCR a sekvenování cDNA genů SLC2A9 a ABCG2 jsme navrhli primery obdobným 

způsobem jako primery pro jednotlivé exony. 

Nejprve bylo třeba izolovat RNA z periferní krve, k čemuž jsme používali dva různé 

kity. Prvním kitem byl PAXgene Blood RNA Kits (Qiagen), jehož součástí jsou speciální 
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zkumavky pro odběr krve PAXgene Blood RNA Tubes (Qiagen), které stabilizují buněčnou 

RNA. Postupovali jsme podle návodu výrobce. Principem metody je selektivní vazba RNA na 

křemičitou membránu. Druhým používaným kitem byl Hybrid-R Blood RNA (GeneAll), 

který je založený na stabilizaci a lýze buněk pomocí speciálního roztoku a následně na vazbě 

RNA na speciální membránu se skleněnými vlákny. Opět jsme postupovali podle přiloženého 

návodu. Kit Hybrid-R Blood RNA má v porovnání s kitem PAXgene Blood RNA Kits nižší 

výtěžek, jelikož je RNA izolována z menšího objemu krve. Mezi jeho výhody však patří 

rychlejší izolace a možnost izolovat RNA z krve odebrané do běžně používaných typů 

zkumavek.   

Po izolaci RNA následoval její přepis do cDNA, k čemuž jsme používali komerční kit 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems). Do doby následné 

analýzy pomocí PCR amplifikace a sekvenování jsme cDNA uchovávali při teplotě -20 °C.  
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4. Výsledky 

 

4.1 Charakteristika kohorty 

Ve vyšetřované kohortě bylo zařazeno celkem 250 pacientů, z toho 68 jedinců s 

primární hyperurikémii a 182 jedinců s primární dnou. Diagnostika proběhla dle 

klasifikačních kritérií definovaných následujícími odbornými organizacemi: American 

College of Rheumatology (ACR) Board of Directors, the European League Against 

Rheumatism (EULAR) Executive Committee (Neogi et al. 2015).  

 Žen bylo v této kohortě 36 (konkrétně 20 pacientek s primární hyperurikémií a 16 

pacientek s primární dnou) a mužů bylo ve vyšetřované kohortě 214 (konkrétně 48 pacientů 

s primární hyperurikémií a 166 pacientů s primární dnou). Pokud jde o komorbidity, tak se u 

14 jedinců vyskytovalo nefrologické onemocnění, u 28 pacientů diabetes mellitus, u šesti lidí 

psoriáza a u dvou pacientů maligní onemocnění. Hypertenze byla zjištěna u 98 jedinců. U 97 

pacientů se v rodinné anamnéze vyskytovala dna. V okamžiku zařazení do kohorty bylo 

léčeno alopurinolem 175 pacientů, febuxostatem 17 jedinců a bez urikostatické léčby bylo 58 

pacientů. Další charakteristika kohorty je uvedena v následující tabulce. 

 

Tabulka 4.1 - Základní klinická a biochemická charakteristika kohorty 

  referenční hodnoty medián 
interkvartilové 

rozpětí 
rozsah hodnot 

věk prvního nálezu 

hyperurikémie 
  40 28 6 – 84 

věk prvních 

příznaků dny 
  41,5 25,25 6 – 84 

BMI norma 18,5 – 25 28,62 5,86 15,95 – 50,01 

kyselina močová v 

séru (bez léčby) 
děti od 1 roku do 15 let 

120 – 340 μmol/l  

ženy 120 – 340 μmol/l 

muži 120 – 420 μmol/l 

454 120,5 103 – 683 

kyselina močová v 

séru (s léčbou) 
374 134,25 163 – 808 

kreatinin v séru 
ženy 60 – 100 μmol/l 

muži 70 – 110 μmol/l 
82 21 26 – 226 

močovina v séru 
ženy 2,5 – 6,7 mmol/l 

muži 3,2 – 7,4 mmol/l 
5,1 2,1 2,1 – 83 

frakční exkrece 

kyseliny močové 

ženy 6 – 20 % 

muži 6 – 12 % 
3,51 1,74 0,75 – 36,01 

C-reaktivní protein 0 – 5 mg/l 2,58 4,68 0,16 – 224,4 

glukóza v séru 3,9 – 5,9 mmol/l 5,3 0,85 3,3 – 9,6 

bilirubin 2,0 – 17,0 µmol/l 11,35 6,83 4,4 – 32,8 

alkalická fosfatáza 
ženy 0,7 – 2,1 μkat/l 

muži 0,9 – 2,2 μkat/l 
1,33 0,53 0,67 – 7,19 

vápník 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 
ženy 1,2 – 2,7 mmol/l 

muži 1 – 2,1 mmol/l 
1,25 0,35 0,61 – 6,08 

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 vybraných klinických a biochemických parametrů uveden medián a také 

interkvartilové rozpětí, které charakterizuje míru variability. Značné rozdíly jsou patrné 

v hodnotách kyseliny močové v závislosti na urikostatické léčbě, která byla u pacientů na 72 

hodin přerušena pro vyloučení vzácných enzymopatií vedoucích k nadprodukci kyseliny 

močové (podrobnosti jsou uvedené v kapitole 3.1.1. Kohorta pacientů s primární 

hyperurikémií a dnou). Z výsledků dále vyplývá, že mediány frakční exkrece kyseliny 

močové a vitaminu D jsou nižší než referenční rozmezí. 

 

4.2 Geny urátových transportérů 

 

4.2.1 Gen ABCG2 

Ve vyšetřované kohortě se vyskytovaly dvě časté nesynonymní varianty p.V12M (rs2231137) 

a p.Q141K (rs2231142). Kromě toho jsme detekovali také osm vzácných nesynonymních 

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 není doposud uvedená v databázích Ensembl a 

NCBI. V kódující části genu jsme dále našli tříbázovou deleci p.K360del (rs750972998) a dvě 

synonymní varianty p.S65S (rs369630458) a p.E366E (rs35622453). V intronech jsme 

detekovali 19 variant, z toho 16 jednonukleotidových záměn, dvě krátké delece a jednu 

krátkou inzerci. Jednonukleotidová záměna c.689+1G>A (rs757389397) pravděpodobně vede 

vzhledem ke svému umístění (první báze vedle exonu) k alternativnímu sestřihu. 

 

Tabulka 4.2 - Výsledky sekvenování genu ABCG2 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v 

evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence 

ve světové 

populaci 

Alelická 

frekvence 

v naší 

kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní 

/ homozygotní 

rs2231137 c.34G>A p.V12M 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 



48 
 

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 

rs369630458 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.264-72G>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 

rs529343441 c.689+67_689+69delGGG ─ ─ ─ 0,004 0,001 0,002 249 / 1 / 0 

rs753256449 c.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 c.1492+77T>C ─ ─ ─ 0,008 0,002 0,002 249 / 1 / 0 

rs2231157 c.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 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 

 

Tabulka 4.3 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs2231137 c.34G>A p.V12M benigní benigní benigní benigní benigní 

rs2231142 c.421C>A p.Q141K benigní benigní benigní benigní benigní 

rs372192400 c.439C>T p.R147W poškozující poškozující poškozující poškozující poškozující 

rs753759474 c.458C>T p.T153M poškozující benigní benigní benigní benigní 

rs752626614 c.1118T>G p.F373C poškozující poškozující benigní poškozující poškozující 

rs199854112 c.1261A>G p.T421A benigní benigní benigní benigní benigní 

rs769734146 c.1301C>T p.T434M poškozující 
možná 

poškozující 
poškozující poškozující poškozující 

N/A c.1426T>C p.S476P poškozující poškozující poškozující poškozující poškozující 

rs200894058 c.1714A>C p.S572R poškozující poškozující poškozující poškozující poškozující 

rs34783571 c.1858G>A p.D620N benigní benigní benigní poškozující poškozující 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred(MutPred 2021), Mutation Taster a Provean (viz 

kapitola 3.5.2 Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení 

analyzovaných variant (každý program má vlastní skóre). 

 

Na základě predikčních programů lze za poškozující pokládat varianty p.R147W, p.F373C, 

p.T434M, p.S476P a p.S572R. Dva programy (Mutation Taster a Provean) označily za 
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poškozující variantu p.D620N. Programem Provean lze analyzovat i delece a varianta 

p.K360del (rs750972998) byla vyhodnocena jako benigní.  

 

B) Statistická analýza 

 

Tabulka 4.4 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci   

 

Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný počet 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

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 

rs200894058 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 

rs2231165 0,006 3 0,021 0,979 0,00503274 0,00673483 0,9982979 0,029014 

 

Počet alel (N) je 500. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

V porovnání s evropskou populací byla alelická frekvence následujících variant signifikantně 

vyšší v kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou: p.Q141K (rs2231142), p.R147W 

(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 následujících variant byla alelická frekvence naopak 

významně nižší ve vyšetřované kohortě než v evropské populaci: p.V12M (rs2231137), 

c.203+36A>G (rs4148152), c.1195-60A>T (rs2231148) a c.1738-46G>A (rs2231164). 

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře   

 

Obrázek 4.1 - Předpokládaná sekundární struktura ABCG2 s detekovanými variantami  

 

Pozice jednotlivých nesynonymních missense variant je znázorněná fialově, pozice synonymních variant je 

vyznačená zeleně a lokalizace delece je znázorněná modře. Topologický model byl vytvořen pomocí programu 

TOPO2 (Johns 2021). 
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Většina detekovaných variant se nachází v cytoplazmě poblíž N-konce proteinu, jedná se o 

nesynonymní varianty p.V12M, p.Q141K, p.R147W, p.T153M, p.F373C, dále o deleci 

p.K360del a o dvě synonymní varianty p.S65S a p.E366E. Tyto varianty se nacházejí poblíž 

funkčně důležité domény vázající nukleotid ATP, ale svou lokalizací do ní přímo nezasahují 

(Noguchi et al. 2014). Doména vázající nukleotid je na obrázku vyznačena oranžově a je 

složena z Walkerova motivu A (aminokyseliny na pozici 80 až 86), Walkerova motivu B 

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

až 200) (Tamura et al. 2006). V cytoplazmatické smyčce se mezi druhou a třetí 

transmembránovou doménou vyskytuje nesynonymní varianta p.S476P. V extracelulárních 

smyčkách se nacházejí varianty p.T421A, p.S572R a p.D620N. Nesynonymní varianta 

p.T434M je lokalizována v transmembránovém segmentu. 

 

D) Porovnání s kontrolní skupinou 

 

Tabulka 4.5 - Výsledky vyšetření variant v ABCG2 metodou tetra-primer ARMS-PCR 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Počet 

vyšetřených 

vzorků 

Alelická 

frekvence v 

kontrolní 

kohortě 

Počet jedinců: wild 

type / heterozygotní 

/ homozygotní 

rs2231137 c.34G>A p.V12M 149 0,017 144 / 5 / 0 

rs2231142 c.421C>A p.Q141K 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 nepodařilo vyšetřit všech 174 jedinců zařazených v kontrolní 

skupině. Důvodem nemožnosti vyšetřit některé vzorky byla pravděpodobně přítomnost individuálních 

polymorfismů v místech, kde nasedají primery navržené na tetra-primer ARMS-PCR. Proto je tedy u každé 

varianty uvedený počet vyšetřených vzorků z kontrolní kohorty. 

 

V kontrolní skupině jsme zjistili přítomnost dvou vzácných variant p.R147W a p.T434M vždy 

u jednoho jedince, což se prakticky shoduje s alelickými frekvencemi v kohortě pacientů 

s hyperurikémií a dnou. Varianta p.V12M se vyskytla v kontrolní kohortě u pěti jedinců 

(MAF = 0,017), takže alelická frekvence je srovnatelná s kohortou pacientů s hyperurikémií a 

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

Překvapivé bylo i porovnání minoritní alelické frekvence mezi jednotlivými skupinami u 
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varianty p.Q141K: u kontrolní skupiny se MAF = 0,075, u pacientů s hyperurikémií a dnou se 

MAF = 0,238 a u evropské populace se MAF = 0,094. 

 

Tabulka 4.6 - Výsledky vyšetření varianty p.D620N metodou RFLP-PCR 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Počet 

vyšetřených 

vzorků 

Alelická 

frekvence v 

kontrolní 

kohortě 

Počet jedinců: wt / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs34783571 c.1858G>A p.D620N 140 0 140 / 0 / 0 

 

Pozn.: Z důvodu výskytu individuálních polymorfismů nebylo možné analyzovat všech 174 vzorků. 

 

Vzácná varianta p.D620N nebyla v kontrolní kohortě detekována. 

 

4.2.2 Gen ABCC4 

V genu ABCC4 jsme nalezli čtyři časté (p.G187W – rs11568658, p.K304N – rs2274407, 

p.R317S – rs2274406, p.K1116N – rs1751034) a tři vzácné (p.E757K –  rs3765534, p. I866V 

–  rs139970608, p.T1142M – rs11568644) nesynonymní varianty. Varianta p.K304N může 

mít dopad na sestřih proteinu, jelikož vede k záměně báze na první pozici v exonu 8. Dále 

jsme identifikovali osm synonymních variant: p.I223I (rs899494), p.S323S (rs2274405), 

p.V345V (rs11568703), p.P403P (rs762871137), p.S486S (rs11568670), p.L904L 

(rs1678339), p.F948F (rs1189466) a p.I1085I (rs11568652). V nekódující části genu jsme ve 

vyšetřované kohortě identifikovali 54 variant, z toho 50 jednonukleotidových záměn, tři 

delece (c.621+82_621+85del – rs5805910, c.3630-88del – rs4148539, c.3871-5del – 

rs755849835) a jednu inzerci (c.2468_2469insA – rs756989444). Následující intronové 

varianty vedou pravděpodobně k alternativnímu sestřihu: c.186-5T>C (rs4148437), 

c.1161+8T>A (rs3818494), c.1825-7A>G (rs11568696), c.3871-3T>C (rs9524765). 

 

Tabulka 4.7 - Výsledky sekvenování genu ABCC4 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence 

ve světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší 

kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs11568658 c.559G>T p.G187W 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 c.3348G>C p.K1116N 0,811 0,794 0,367 85 / 20 / 45 

rs11568644 c.3425C>T p.T1142M 0,006 0,003 0,003 149 / 1 / 0 

rs899494 c.669T>C p.I223I 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.I1085I 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 c.622-130G>C ─ ─ ─ 0,81 0,743 0,533 55 / 30 / 65 

rs3818486 c.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 c.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 

rs2478461 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 c.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 c.2456-132T>G ─ ─ ─ 0,492 0,466 0,347 70 / 56 / 24 

rs2296652 c.2456-107A>G ─ ─ ─ 0,012 0,067 0,007 148 / 2 / 0 

rs756989444 c.2468_2469insA ─ ─ ─ < 0,001 < 0,001 0,003 149 / 1 / 0 

rs1189437 c.2536-60C>A ─ ─ ─ 0,94 0,874 0,643 48 / 11 / 91 

rs11568672 c.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 c.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 c.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 c.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 c.3456+65G>A ─ ─ ─ 0,041 0,013 0,03 141 / 9 / 0 

rs12875235 c.3629+50A>C ─ ─ ─ 0,127 0,06 0,1 124 / 22 / 4 

rs4148539 c.3630-88del ─ ─ ─ < 0,001 < 0,001 0,06 141 / 0 / 9 

rs1212955532 c.3630-48C>G ─ ─ ─ 0 < 0,001 0,263 75 / 71 / 4 

rs9524765 c.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 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 

 

Tabulka 4.8 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs11568658 c.559G>T p.G187W poškozující poškozující benigní benigní poškozující 

rs2274407 c.912G>T p.K304N poškozující benigní benigní benigní benigní 

rs2274406 c.951A>T p.R317S poškozující benigní poškozující poškozující poškozující 

rs3765534 c.2269G>A p.E757K benigní benigní benigní benigní benigní 

rs139970608 c.2596A>G p. I866V benigní benigní benigní poškozující benigní 

rs1751034 c.3348G>C p.K1116N poškozující možná poškozující benigní poškozující poškozující 

rs11568644 c.3425C>T p.T1142M benigní benigní benigní poškozující poškozující 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2 

Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení analyzovaných 

variant (každý program má vlastní skóre). 

 

V hodnocení jednotlivých variant došly predikční programy ke shodnému výsledku pouze u 

varianty p.E757K, kterou označily za benigní.  

 

B) Statistická analýza 

 

Tabulka 4.9 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci   
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Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

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 

rs899494 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 

rs1751005 0,743 223 0,763 0,237 0,0384381 0,23006796 0,80837015 0,463462 

rs2296653 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 

rs2478461 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 

rs4148499 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 

rs2296652 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 0,918 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 

rs9524765 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 

 

Počet alel (N) je 300. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

Následující varianty jsou signifikantně častější v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a 

dnou než v evropské populaci: p.P403P (rs762871137), p.S486S (rs11568670), p.I1085I 

(rs11568652), c.532-85G>A (rs148223655), c.1825-7A>G (rs11568696), c.1825-17C>A 

(rs754994360), c.2468_2469insA (rs756989444), c.3210+43T>G (rs11568667), c.3630-

88del (rs4148539), c.3630-48C>G (rs1212955532) a c.3871-5del (rs755849835). Tyto 

varianty mají naopak významně nižší alelickou frekvenci ve vyšetřované kohortě v porovnání 

s evropskou populací: p.K304N (rs2274407), p.K1116N (rs1751034), p.L904L (rs1678339), 

c.621+73C>T (rs4148472), c.621+82_621+85del (rs5805910), c.785+158T>C (rs2389204), 
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c.622-146C>A (rs2389203), c.622-130G>C (rs1678403), c.911+328A>G (rs7983079), 

c.1161+82C>G (rs3818494), c.1263+70T>C (rs2274403), c.1354-280T>C (rs61965908), 

c.1727+280A>G (rs1678405), c.1727+349T>G (rs1073500), c.1727+386A>G (rs2478461), 

c.1727+373A>G (rs2009772), c.2034+219G>A (rs1729770), c.2456-132T>G (rs1678394), 

c.2536-60C>A (rs1189437), c.2807-378A>T (rs1189467), c.2918-308A>G (rs1189464) a 

c.3871-3T>C (rs9524765). 

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře   

 

Obrázek 4.2 - Předpokládaná sekundární struktura MRP4 s detekovanými variantami  

 

Pozice jednotlivých nesynonymních missense variant je znázorněná fialově a pozice synonymních variant je 

vyznačená zeleně. Topologický model byl vytvořen pomocí programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Protein MRP4 je složen z 12 transmebránových domén a dvou domén vázajících nukleotid 

(Chantemargue et al. 2018). Jedna NBD se nachází ve velké cytoplazmatické smyčce mezi 

šestou a sedmou transmembránovou doménu, kde byly detekovány varianty p.P403P, 

p.S486S a p.E757K. Druhá NBD je lokalizována v cytoplazmě poblíž C-konce proteinu a 

poblíž se vyskytují varianty p.I1085I, p.K1116N a p.T1142M. V extracelulární části proteinu 

jsou lokalizovány varianty p.L904F a p.F948F, zatímco v cytoplazmě se kromě již uvedených 

variant nacházejí ještě p.G187W, p.K304N, p.R317S a p.S323S. V transmembránových 

doménách jsou lokalizovány dvě synonymní varianty (p.I233I, p.V345V) a jedna 

nesynonymní varianta p.I866V. 

4.2.3 Gen SLC22A12 

V genu SLC22A12 jsme ve vyšetřované kohortě nenašli žádnou nesynonymní variantu. 

Detekovali jsme však pět synonymních variant: p.N82N (rs3825017), p.H86H (rs3825016), 
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p.H142H (rs11231825), p.A416A (rs1630320), p.L437L (rs7932775). Kromě toho se ve 

vyšetřované kohortě vyskytly čtyři jednonukleotidové intronové záměny. 

 

Tabulka 4.10 - Výsledky sekvenování genu SLC22A12 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence ve 

světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

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 

rs11231825 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 c.1309T>C  p.L437L 0,202 0,397 0,23 154 / 77 / 19 

rs373881060 c.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  c.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 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Statistická analýza 

 

Tabulka 4.11 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci  

 

Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

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 

rs11231837  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 

 

Počet alel (N) je 500. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 
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Statistická analýza ukázala, že alelická frekvence intronových variant c.662-7C>T 

(rs373881060) a c.955-38G>A (rs368284669) je významně vyšší v kohortě pacientů 

s primární hyperurikémií a dnou v porovnání s  alelickými frekvencemi uvedenými 

v databázích Ensembl a NCBI pro evropskou populaci. Alelická frekvence intronové varianty 

c.1598+254C>A (rs117280820) je naopak významně nižší ve vyšetřované kohortě než 

v evropské populaci. 

 

B) Analýza umístění v polypeptidové struktuře   

 

Obrázek 4.3 - Předpokládaná sekundární struktura URAT1 s detekovanými variantami  

 

 

Pozice jednotlivých synonymních variant je vyznačená zeleně. Topologický model byl vytvořen pomocí 

programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Tři z pěti synonymních variant (p.N82N, p.H86H, p.H142H) se nacházejí ve velké 

extracelulární smyčce, ve které jsou přítomna různá glykosylační místa (Li et al. 2019). 

Varianta p.A416A je lokalizována v deváté transmembránové doméně a varianta p.L437L 

v desátém transmembránovém segmentu. 

 

4.2.4 Gen SLC2A9 

V genu SLC2A9 jsme detekovali sedm nesynonymních variant: p.A17T (rs6820230), p.G25R 

(rs2276961), p.T275M (rs112404957), p.D281H (rs73225891), p.V282I (rs16890979), 

p.R294H (rs3733591) a p.P350L (rs2280205). Ve vyšetřované kohortě jsme dále 

identifikovali pět synonymních variant: p.L108L (rs13113918), p.T125T (rs10939650), 

p.I168I (rs3733589), p.L189L (rs13125646) a p.S515S (rs144428359). V nekódující oblasti 

genu jsme nalezli 19 jednonukleotidových záměn, z nichž se 17 variant nacházelo 
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v intronových oblastech přiléhajících k exonům a dvě varianty se vyskytovaly v 5’ 

nepřekládané oblasti (5’ UTR). Jedna z intronových variant (konkrétně c.1002+68C>T) zatím 

není uvedená v databázích Ensembl a NCBI. V intronové oblasti jsme také identifikovali 

deleci c.63+18delT (rs61256984). 

 

Tabulka 4.12 - Výsledky sekvenování genu SLC2A9 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence ve 

světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs2276961 c.73G>A p.G25R 0,528 0,407 0,606 44 / 109 / 97 

rs112404957 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.V282I 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 c.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 c.322T>C p.L108L 0,8 0,821 0,876 7 / 48 / 195 

rs10939650 c.375G>A p.T125T 0,752 0,642 0,844 10 / 58 / 182 

rs3733589 c.504C>T p.I168I  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 c.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 c.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 c.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 c.1002+68C>T ─ ─ ─ N/A N/A 0,002 249 / 1 / 0 

rs1050991059 c.1002+72G>A ─ ─ ─ 0 0 0,002 249 / 1 / 0 

rs6823877 c.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 

rs114361719 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 nacházely v transkriptu s označením ENST00000264784 s výjimkou 

následujících variant v transkriptu ENST00000506583: p.A17T, c.63+18delT, c.-40-13T>C a 

c.-40-45G>A. 

 

4.2.4.1 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 

 

Tabulka 4.13 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs2276961 c.73G>A p.G25R benigní benigní benigní benigní benigní 

rs112404957 c.824C>T p.T275M benigní benigní benigní benigní benigní 

rs73225891 c.841G>C p.D281H poškozující poškozující benigní benigní poškozující 

rs16890979 c.844G>A p.V282I benigní benigní benigní benigní benigní 

rs3733591 c.881G>A p.R294H benigní poškozující benigní benigní poškozující 

rs2280205 c.1049C>T p.P350L benigní benigní benigní benigní benigní 

rs6820230 c.49G>A p.A17T benigní benigní benigní benigní benigní 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2 

Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení analyzovaných 

variant (každý program má vlastní skóre). 

 

Podle predikčních programů nemají varianty p.A17T, p.G25R, p.T275M, p.V282I a p.P350L 

poškozující vliv na funkci proteinu. U variant p.D281H a p.R294H se hodnocení mezi 

jednotlivými programy liší. 

 

B) Statistická analýza 

 

Tabulka 4.14 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci 
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Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

rs2276961 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 

rs28592748 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 

rs2280204 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 

rs6449237 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 

 

Počet alel (N) je 500. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

Statistickou analýzou jsme zjistili, že následující varianty mají signifikantně vyšší alelickou 

frekvenci ve vyšetřované kohortě v porovnání s evropskou populací: p.L108L (rs13113918), 
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p.T125T (rs10939650), p.L189L (rs13125646), c.151-60T>C (rs2240722), c.249+35C>T 

(rs2240721), c.249+119G>A (rs2240720), c.250-40A>G (rs28592748), c.410+49A>G 

(rs772544951), c.1002+72G>A (rs1050991059), c.63+18delT (rs61256984) a c.-40-45G>A 

(rs752032126). Naopak tyto varianty mají dle výsledku binomického testu signifikantně vyšší 

alelické frekvence v evropské populaci než v kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou: 

p.V282I (rs16890979), p.A17T (rs6820230), c.535+67A>G (rs3733590), c.1002+78A>G 

(rs6823877), c.1113+9A>C (rs2280204) a c.-40-13T>C (rs6449237). 

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře   

 

Obrázek 4.4 - Předpokládaná sekundární struktura GLUT9 s detekovanými variantami  

 

Pozice jednotlivých nesynonymních missense variant je znázorněná fialově a pozice synonymních variant je 

vyznačená zeleně. Topologický model byl vytvořen pomocí programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Nesynonymní varianta p.G25R se nachází v intracelulárním prostoru poblíž N-konce 

proteinu, zatímco synonymní varianta p.S515S je lokalizovaná v cytoplazmě poblíž C-konce. 

Intracelulárně se mezi šestou a sedmou transmembránovou doménou nachází smyčka, která je 

typickým místem fosforylace proteinu GLUT9 (Li et al. 2019). Z obrázku je patrné, že se 

v tomto místě nacházejí hned čtyři nesynonymní varianty: p.T275M, p.D281H, p.V282I a 

p.R294H. Podle jedné studie je sedmá transmembránová doména, ve které jsme 

neidentifikovali žádnou variantu, klíčová pro transportní funkci proteinu (Long et al. 2017). 

Synonymní varianty p.L108L, p.T125T a p.L189L jsou lokalizovány ve druhém a 

čtvrtém transmembránovém segmentu. V extracelulárním prostoru se nachází nesynonymní 

varianta p.P350L a synonymní varianta p.I168I. 

 

4.2.5 Gen SLC22A11 

V genu SLC22A11 jsme detekovali dvě vzácné nesynonymní varianty, konkrétně p.V202M 

(rs201209258) a p.R343L (rs75933978). Kromě toho jsme ve vyšetřované kohortě zjistili 

přítomnost dvou vzácných synonymních variant p.T110T (rs774860411) a p.L496L 
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(rs753269187). V kohortě se vyskytla také jedna vzácná intronová varianta c.1589+54T>A 

(rs185640375) a dvě časté intronové varianty c.497+85A>G (rs2277312) a c.1058+53A>C 

(rs71456318). 

 

Tabulka 4.15 - Výsledky sekvenování genu SLC22A11 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence ve 

světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

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 c.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 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 

 

Tabulka 4.16 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs201209258 c.604G>A p.V202M poškozující benigní benigní benigní benigní 

rs75933978 c.1028G>T p.R343L benigní  
možná 

poškozující 
benigní benigní poškozující 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2 

Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení analyzovaných 

variant (každý program má vlastní skóre). 

 

Podle programu SIFT je varianta p.V202M poškozující, zatímco podle ostatních použitých 

programů je benigní. Varianta p.R343L je možná poškozující podle hodnocení programu 

PolyPhen a poškozující podle programu Provean.  

 

B) Statistická analýza 

 

Tabulka 4.17 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci 
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Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

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 

 

Počet alel (N) je 300. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

Intronové varianty c.497+85A>G (rs2277312) a c.1058+53A>C (rs71456318) mají 

signifikantně nižší výskyt ve vyšetřované kohortě v porovnání s alelickými 

frekvencemi evropské populace. U variant p.V202M (rs201209258), p.T110T (rs774860411), 

p.L496L (rs753269187) a c.1589+54T>A (rs185640375) je v databázích Ensembl a NCBI 

uvedena nulová alelická frekvence, takže není překvapivé, že byl záchyt těchto variant 

v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou označen binomickým testem 

porovnávajícím MAF jako statisticky signifikantní.   

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře 

 

Obrázek 4.5 - Předpokládaná sekundární struktura OAT4 s detekovanými variantami  
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Pozice jednotlivých nesynonymních missense variant je znázorněná fialově a pozice synonymních variant je 

vyznačená zeleně. Topologický model byl vytvořen pomocí programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Synonymní varianta p.T110T je lokalizována ve velké extracelulární smyčce, která je 

glykosylačním místem OAT proteinů. Nesynonymní varianta p.R343L se zase nachází 

v intracelulární smyčce mezi šestou a sedmou transmembránovou doménou, která je typickým 

místem fosforylace OAT proteinů (Li et al. 2019). Varianty p.V202M a p.L496L se vyskytují 

v transmembránových segmentech proteinu OAT4. 

 

D) Porovnání s kontrolní skupinou 

 

Tabulka 4.18 - Výsledky vyšetření variant v SLC22A11 metodou tetra-primer ARMS-PCR 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Počet 

vyšetřených 

vzorků 

Alelická 

frekvence v 

kontrolní 

kohortě 

Počet jedinců: wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs201209258 c.604G>A p.V202M 158  0,003  157 / 1 / 0  

rs75933978 c.1028G>T p.R343L 158  0  158 / 0 / 0  

 

Pozn.: Metodou tetra-primer ARMS-PCR se nepodařilo vyšetřit všech 174 jedinců zařazených v kontrolní 

skupině. Důvodem nemožnosti vyšetřit některé vzorky byla pravděpodobně přítomnost individuálních 

polymorfismů v místech, kde nasedají primery navržené na tetra-primer ARMS-PCR. Proto je tedy u každé 

varianty uvedený počet vyšetřených vzorků z kontrolní kohorty. 

 

Vzhledem k nulovým alelickým frekvencí varianty p.V202M v evropské i celosvětové 

populaci je poměrně překvapující její nález u jednoho jedince z kontrolní kohorty. 

 

4.2.6 Gen SLC22A13 

V kohortě jsme detekovali dvě vzácné nesynonymní varianty, u dvou pacientů to byla 

varianta p.R16H (rs72542450) a u jednoho pacienta varianta p.R102H (rs113229654). 

V kódující sekvenci jsme dále identifikovali dvě synonymní varianty, jednu častou p.A53A 

(rs9842091) a jednu vzácnou p.P186P (rs146083340). V nekódující části sekvence jsme 

nalezli šest intronových variant, z nichž varianta c.1346+141G>A není doposud uvedena 

v databázích Ensembl a NCBI. 

 

Tabulka 4.19 - Výsledky sekvenování genu SLC22A13 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence 

ve světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 
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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.A53A 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 c.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 c.1346+208C>T ─ ─ ─ 0 0,003 0,003 149 / 1 / 0 

 

4.2.6.1 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 

 

Tabulka 4.20 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs72542450 c.47G>A p.R16H benigní benigní benigní benigní benigní 

rs113229654 c.305G>A p.R102H benigní benigní benigní benigní benigní 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2 

Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení analyzovaných 

variant (každý program má vlastní skóre). 

 

Žádná z nesynonymních variant v genu SLC22A13 nemá dle použitých predikčních programů 

negativní dopad na funkci proteinu. 

 

B) Statistická analýza 

 

Tabulka 4.21 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci 

 

Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

rs72542450 0,007 2 0,008 0,992 0,26207206 0,56928947 0,69278259 0,948326 

rs113229654 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 0,053 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 

 

Počet alel (N) je 300. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

Ve vyšetřované kohortě se vždy u jednoho pacienta vyskytly intronové varianty 

c.1346+164G>A (rs1456539831) a c.1346+208C>T (rs181912533), jejichž alelická 

frekvence v evropské populace je nulová. Binomický test tedy ukázal předpokládaný 

výsledek, že jejich záchyt ve vyšetřované kohortě je statisticky významný. 

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře 

 

Obrázek 4.6 - Předpokládaná sekundární struktura OAT10 s detekovanými variantami  

 

 

Pozice jednotlivých nesynonymních missense variant je znázorněná fialově a pozice synonymních variant je 

vyznačená zeleně. Topologický model byl vytvořen pomocí programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Protein OAT10 zahrnuje celkem 551 aminokyselin a z jeho modelu je patrné, že se všechny 

varianty v kódující oblasti genu nacházejí v první třetině polypeptidového řetězce od jeho N-

konce. Nesynonymní varianta p.R16H je lokalizována v intracelulárním prostoru. Synonymní 

varianta p.A53A a nesynonymní varianta p.R102H se nacházejí v extracelulárním prostoru ve 
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velké smyčce, ve které jsou přítomná mnohá glykosylační místa (Li et al. 2019). Synonymní 

varianta p.P186P je součástí třetího transmembránového segmentu. 

 

D) Porovnání s kontrolní skupinou 

 

Tabulka 4.22 - Výsledky vyšetření variant v SLC22A13 metodou tetra-primer ARMS-PCR 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Počet 

vyšetřených 

vzorků 

Alelická 

frekvence v 

kontrolní 

kohortě 

Počet jedinců: wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs72542450 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 nepodařilo vyšetřit všech 174 jedinců zařazených v kontrolní 

skupině. Důvodem nemožnosti vyšetřit některé vzorky byla pravděpodobně přítomnost individuálních 

polymorfismů v místech, kde nasedají primery navržené na tetra-primer ARMS-PCR. Proto je tedy u každé 

varianty uvedený počet vyšetřených vzorků z kontrolní kohorty. 

 

Alelické frekvence v kontrolní kohortě jsou srovnatelné s alelickými frekvencemi v kohortě 

pacientů s primární hyperurikémií a dnou i s údaji výskytu v evropské populaci.  

 

4.2.7 Gen SLC17A1 

V kódující části genu jsme detekovali pouze jednu variantu p.T269I (rs1165196). 

V nekódující části genu analýza odhalila pět častých a dvě vzácné varianty. 

 

Tabulka 4.23 - Výsledky sekvenování genu SLC17A1 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence ve 

světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs1165196 c.806C>T p.T269I 0,565 0,719 0,45 47 / 71 / 32 

rs115398536  c.207+115C>T ─ ─ ─ 0,013 0,018 0,003 149 / 1 / 0 

rs373732735  c.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 

rs1165215  c.*2+79C>T ─ ─ ─ 0,565 0,72 0,46 45 / 72 / 33 

 

4.2.7.1 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 
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Tabulka 4.24 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs1165196 c.806C>T p.T269I benigní benigní benigní benigní benigní 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2 

Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení analyzovaných 

variant (každý program má vlastní skóre). 

 

Predikčními programy jsme došli k jednotnému výsledku, že je varianta p.T269I benigní, což 

se dalo předpokládat vzhledem k jejímu častému výskytu (MAF v evropské populaci je 

0,565). 

 

B) Statistická analýza 

 

Tabulka 4.25 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci   

 

Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

rs1165196 0,45 135 0,565 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 0,996 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 0,954 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 

rs1165215 0,46 138 0,565 0,435 0,00005943 0,000164 0,99989543 0,000306 

 

Počet alel (N) je 300. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

Signifikantně nižší alelická frekvence v naší kohortě byla zjištěna u čtyř variant, konkrétně u 

p.T269I (rs1165196), c.1269+61A>G (rs1165210), c.1179-111C>T (rs1165209) a 

c.*2+79C>T (rs1165215). Překvapivě velký rozdíl v alelické frekvenci je především u 
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varianty c.1269+61A>G (MAF v kohortě pacientů je 0,037 versus MAF v evropské populaci 

je 0,954). 

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře 

 

Obrázek 4.7 - Předpokládaná sekundární struktura NPT1 s detekovanými variantami  

 

Pozice nesynonymní missense varianty je znázorněná fialově. Topologický model byl vytvořen pomocí 

programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Jediná nesynonymní varianta p.T269I se nachází v transmembránové oblasti proteinu, 

konkrétně v pátém transmembránovém segmentu. 

 

4.2.8 Gen SLC17A3 

V kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou se vyskytly dvě časté nesynonymní varianty 

p.A100T (rs1165165) a p.G279R (rs56027330) a dále jedna běžná synonymní varianta 

p.S448S (rs942379). Ze sedmi detekovaných intronových variant byly jen dvě časté. 

 

Tabulka 4.26 - Výsledky sekvenování genu SLC17A3 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence ve 

světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

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 

rs942379 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 

rs1165189 c.1272-87T>G ─ ─ ─ 0,251 0,226 0,3 71 / 68 / 11 

rs536316856 c.1362+115T>C ─ ─ ─ 0,001 < 0,001 0,007 148 / 2 / 0 

rs1165188 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 
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rs534795478  c.1362+60T>G ─ ─ ─ 0,001 < 0,001 0,003 149 / 1 / 0 

 

4.2.8.1 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 

 

Tabulka 4.27 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs1165165 c.298G>A p.A100T benigní benigní benigní benigní benigní 

rs56027330 c.835G>A p.G279R benigní benigní benigní benigní benigní 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2 

Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení analyzovaných 

variant (každý program má vlastní skóre). 

 

Podle výsledků predikčních programů nemá ani jedna ze dvou identifikovaných 

nesynonymních variant negativní dopad na funkci proteinu. 

 

B) Statistická analýza 

 

Tabulka 4.28 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci 

 

Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

rs1165165 0,29 87 0,228 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 0,007 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 0,001 0,999 0,03328725 0,99642883 0,03685842 0,02838 

rs1165188 0,017 5 0,023 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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Počet alel (N) je 300. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

U dvou pacientů byla detekována heterozygotní intronová varianta c.625+46C>T 

(rs776724707), která má dle databází nulovou alelickou frekvenci v evropské i v celosvětové 

populaci. Není tedy překvapivé, že dle výsledků binomického testu je vyšší výskyt této 

varianty v kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou statisticky významný.  

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře 

 

Obrázek 4.8 - Předpokládaná sekundární struktura NPT4 s detekovanými variantami 

 

Pozice jednotlivých nesynonymních missense variant je znázorněná fialově a pozice synonymní varianty je 

vyznačená zeleně. Topologický model byl vytvořen pomocí programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Obě nesynonymní varianty se nacházejí v intracelulárním prostoru, zatímco synonymní 

varianta p.S448S je součástí transmembránového segmentu. 

 

4.2.9 Gen SLC22A6 

V kohortě jedinců s hyperurikémií a dnou jsme identifikovali pouze jednu vzácnou 

nesynonymní variantu p.P104L (rs11568627). Dvě časté synonymní varianty p.P84P 

(rs11568628) a p.P117P (rs11568629) se vyskytly vždy současně (žádný pacient neměl pouze 
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jednu z těchto variant). Kromě toho jsme u jednoho pacienta našli vzácnou synonymní 

variantu p.Y111Y (rs756195374). Dále jsme detekovali tři časté a šest vzácných intronových 

variant. Intronová varianta c.797+8G>A (rs1323492446) se nachází v oblasti, která má vliv 

na sestřih proteinu. 

 

Tabulka 4.29 - Výsledky sekvenování genu SLC22A6 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence 

ve světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší 

kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs11568627 c.311C>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 c.333T>C p.Y111Y 0 0 0,003 149 / 1 / 0 

rs10897312 c.369+136C>T ─ ─ ─ 0,082 0,211 0,067 130 / 20 / 0 

rs1323492446 c.797+8G>A ─ ─ ─ 0 0 0,007 148 / 2 / 0 

rs11568614 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 

rs11568633 c.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 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 

 

Tabulka 4.30 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs11568627 c.311C>T p.P104L poškozující 
možná 

poškozující 
benigní poškozující poškozující 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2 

Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení analyzovaných 

variant (každý program má vlastní skóre). 

 

In silico predikce naznačuje, že má varianta p.P104L negativní dopad na funkci proteinu. 

 

B) Statistická analýza 
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Tabulka 4.31 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci 

 

Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

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 
< 

0,001 
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 

 rs369866532 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 

 

Počet alel (N) je 300. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

Binomický test odhalil u pěti vzácných variant statisticky významnou vyšší alelickou 

frekvenci v porovnání s evropskou populací. Konkrétně se jedná o varianty p.Y111Y 

(rs756195374), c.797+8G>A (rs1323492446), c.798-57C>G (rs11568614), c.921+33C>T 

(rs2276300) a c.922-28G>A (rs369866532). Naopak signifikantně nižší byla alelická 

frekvence u časté intronové varianty c.1362-172T>C (rs3017670, MAF v naší kohortě 0,137 

versus MAF v evropské populaci 0,842). 

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře 

 

Obrázek 4.9 - Předpokládaná sekundární struktura OAT1 s detekovanými variantami  
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Pozice jednotlivých nesynonymních missense variant je znázorněná fialově a pozice synonymních variant je 

vyznačená zeleně. Topologický model byl vytvořen pomocí programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Z modelu proteinu je patrné, že všechny nesynonymní a synonymní varianty se nacházejí 

v extracelulární smyčce, ve které se nacházejí mnohá glykosylační místa (Li et al. 2019). 

 

D) Porovnání s kontrolní skupinou 

 

Tabulka 4.32 - Výsledky vyšetření variant v SLC22A6 metodou tetra-primer ARMS-PCR 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Počet 

vyšetřených 

vzorků 

Alelická 

frekvence v 

kontrolní 

kohortě 

Počet jedinců: wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs11568627 c.311C>T p.P104L  158  0,006 156 / 2 / 0  

 

Pozn.: Metodou tetra-primer ARMS-PCR se podařilo vyšetřit všech 174 jedinců zařazených v kontrolní skupině. 

Důvodem nemožnosti vyšetřit některé vzorky byla pravděpodobně přítomnost individuálních polymorfismů 

v místech, kde nasedají primery navržené na tetra-primer ARMS-PCR. Varianta p.P104L byla vyšetřena u 158 

vzorků z kontrolní kohorty. 

 

Alelická frekvence v kontrolní kohortě je prakticky totožná s alelickými frekvencemi 

v kohortě pacientů i v evropské populaci.  

 

4.2.10 Gen SLC22A8 

V genu SLC22A8 jsme detekovali tři vzácné nesynonymní jednonukleotidové varianty 

p.R149C (rs45566039), p.V448I (rs11568486) a p.R513G (rs145474422). V analyzovaných 

vzorcích se dále vyskytovaly tři synonymní jednonukleotidové záměny, z nichž se p.L317L 

(rs57743826) vyskytuje vzácně, p.T241T (rs2276299) se vyskytuje běžně a alelická 
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frekvence pro variantu p.P51P (rs4149180) se značně liší mezi evropskou a celosvětovou 

populací (0,027 versus 0,191). V kohortě jsme dále detekovali dvě časté intronové varianty 

c.437+79G>C (rs4149182) a c.1326-62G>A (rs2187384). U jednoho pacienta byla nalezena 

jednonukleotidová intronová záměna c.728+133T>C, která dosud není uvedena ve veřejně 

dostupných databázích NCBI a Ensembl. V kohortě byla detekována také intronová varianta 

c.1326-4G>A (rs767079100), která zřejmě vede k alternativnímu sestřihu. 

 

Tabulka 4.33 - Výsledky sekvenování genu SLC22A8 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Alelická 

frekvence 

v evropské 

populaci 

Alelická 

frekvence ve 

světové 

populaci 

Alelická 

frekvence v 

naší kohortě 

Počet jedinců: 

wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs45566039 c.445C>T p.R149C 0 0 0,003 149 / 1 / 0 

rs11568486 c.1342G>A p.V448I 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   c.437+79G>C ─ ─ ─ 0,211 0,261 0,26 86 / 50 / 14 

N/A c.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 Hodnocení detekovaných variant  

 

A) Analýza pomocí predikčních programů 

 

Tabulka 4.34 - Predikce funkčního dopadu nesynonymních variant 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

SIFT 

(hodnocení) 

PolyPhen 

(hodnocení) 

MutPred 

(hodnocení) 

Mutation 

Taster 

(hodnocení) 

Provean 

(hodnocení) 

rs45566039 c.445C>T p.R149C poškozující poškozující poškozující poškozující poškozující 

rs11568486 c.1342G>A p.V448I benigní benigní benigní benigní benigní 

rs145474422 c.1538G>A p.R513G benigní benigní benigní benigní benigní 

 

Byly použity predikční programy SIFT, PolyPhen, MutPred, Mutation Taster a Provean (viz kapitola 3.5.2 

Predikce funkčního dopadu variant). V tabulce je pro přehlednost uvedeno slovní hodnocení analyzovaných 

variant (každý program má vlastní skóre). 

 

Ze tří nesynonymních jednonukleotidových variant má dle všech predikčních programů 

negativní dopad na funkci proteinu varianta p.R149C. 

 

B) Statistická analýza 
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Tabulka 4.35 - Binomický test k porovnání alelické frekvence variant ve vyšetřované kohortě 

a v evropské populaci  

 

Referenční 

označení 

varianty 

MAF v 

naší 

kohortě 

K p q 

Pravděpodobnost 

stejného výskytu 

mutantní alely 

jako je 

pozorovaný 

počet mutantních 

alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

menšího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

Pravděpodobnost 

stejného nebo 

většího výskytu 

mutantní alely v 

porovnání s 

pozorovaným 

počtem 

mutantních alel 

p-hodnota 

rs45566039 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 

 

Počet alel (N) je 300. Za statisticky významnou je považovaná p-hodnota ≤ 0,0005 (zvýrazněno tučně). 

Seznam zkratek: K = počet mutantních alel, p = předpoklad výskytu mutantní alely, tedy MAF evropské 

populace, q = předpoklad výskytu wild type alely 

 

Binomický test ukázal, že výskyt velmi vzácných variant p.R149C (rs45566039) a c.1326-

4G>A (rs767079100) ve vyšetřované kohortě je statisticky významný v porovnání 

s alelickými frekvencemi v evropské populaci, které jsou podle dostupných databází rovny 

nule. 

 

C) Analýza umístění v polypeptidové struktuře 

 

Obrázek 4.10 - Předpokládaná sekundární struktura OAT3 s detekovanými variantami  
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Pozice jednotlivých nesynonymních missense variant je znázorněná fialově a pozice synonymních variant je 

vyznačená zeleně. Topologický model byl vytvořen pomocí programu TOPO2 (Johns 2021). 

 

Nesynonymní i synonymní varianty jsou rozprostřeny ve struktuře proteinu bez zjevné 

tendence k výskytu v určitých oblastech. Synonymní varianta p.P51P se nachází 

extracelulárně v oblasti, kde se u OAT proteinů typicky nacházejí glykosylační místa, zatímco 

intracelulární smyčka se synonymní variantou p.L317L je charakteristická přítomností 

fosforylovaných zbytků (Li et al. 2019).  

 

D) Porovnání s kontrolní skupinou 

 

Tabulka 4.36 - Výsledky vyšetření variant v SLC22A8 metodou tetra-primer ARMS-PCR 

 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna kódující 

sekvence 

Změna 

proteinové 

sekvence 

Počet 

vyšetřených 

vzorků 

Alelická 

frekvence 

v kontrolní 

kohortě 

Počet jedinců: wild type / 

heterozygotní / 

homozygotní 

rs45566039 c.445C>T p.R149C 146 0 146 / 0 / 0 

rs11568486 c.1342G>A p.V448I  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 nepodařilo vyšetřit všech 174 jedinců zařazených v kontrolní 

skupině. Důvodem nemožnosti vyšetřit některé vzorky byla pravděpodobně přítomnost individuálních 

polymorfismů v místech, kde nasedají primery navržené na tetra-primer ARMS-PCR. Proto je tedy u každé 

varianty uvedený počet vyšetřených vzorků z kontrolní kohorty. 

 

V kontrolní kohortě se podle očekávání nevyskytla velmi vzácná varianta p.R149C. Alelické 

frekvence variant p.V448I a p.R513G se mezi kontrolní skupinou, kohortou pacientů 

s primární hyperurikémií a dnou a evropskou populací nijak zásadně neliší. 
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5. Diskuze 

Sekvenační analýzou a následným hodnocením variant v genech ABCG2, ABCC4, 

SLC22A12, SLC2A9, SLC22A11, SLC22A13, SLC17A1, SLC17A3, SLC22A6 a SLC22A8 se 

nám podařilo nejen identifikovat varianty, které jsou pravděpodobně asociovány s primární 

hyperurikémií a dnou, ale i varianty, které pravděpodobně snižují riziko tohoto onemocnění 

(viz Tabulka 5.1).   

 

5.1 Diskuze k výsledkům sekvenování jednotlivých genů 

 

5.1.1 Gen ABCG2 

Protein ABCG2 je z hlediska vzniku hyperurikémie a dny nejvýznamnějším urátovým 

transportérem. Bylo již identifikováno velké množství variant v kódujícím genu ABCG2, které 

jsou asociovány se sníženou exkrecí kyseliny močové (Matsuo et al. 2009; Higashino et al. 

2017; Toyoda et al. 2019) (viz Příloha 4). 

Ve vyšetřované kohortě jsme detekovali častou variantu p.V12M (rs2231137), která je 

na rozdíl od jiných nesynonymních variant v tomto genu pravděpodobně asociována se 

sníženým rizikem rozvoje hyperurikémie a dny (Zhou et al. 2014; Tu et al. 2014; Yu et al. 

2017; Toyoda et al. 2019) (viz Příloha 4), ačkoli nevede ke změně exprese proteinu a ani 

neovlivňuje jeho transportní aktivitu (Matsuo et al. 2009; Higashino et al. 2017). Není tedy 

zatím jasné, jakým způsobem může varianta p.V12M snižovat riziko dny (Lukkunaprasit et al. 

2020). Pokud jde o naše data, tak jsme binomickým testem zjistili, že se u jedinců 

s hyperurikémií a dnou vyskytuje p.V12M skutečně signifikantně méně často než v evropské 

populaci (p-hodnota = 0,000088).  

Druhou častou nesynonymní variantou vyskytující se v naší kohortě je p.Q141K 

(rs2231142), jejíž alelická frekvence je dle provedeného binomického testu významně častější 

v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou než v evropské populaci (p-hodnota < 

0,000001). Přítomnost této varianty vede k významnému snížení exprese proteinu ABCG2, 

podle jedné studie o 47,2 % (Matsuo et al. 2009). Přítomnost p.Q141K má dopad i na 

transportní funkci proteinu, která je snížená přibližně o 53 % (Woodward et al. 2009). 

Důvodem může být to, že p.Q141K vede ke zvýšené citlivosti na degradaci proteinu ABCG2 

v proteazomech (Furukawa et al. 2009). Zároveň byla opakovaně potvrzena asociace této 

varianty s hyperurikémií 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 zajímavé také 

naše předchozí výsledky týkající se 31 pacientů s nástupem primární hyperurikémie a dny 

v dětském a adolescentním věku. Varianta p.Q141K se vyskytla u 42,9 % jedinců s dnou a u 

35,3 % jedinců s hyperurikémií (Stiburkova et al. 2019) (viz Příloha 3). Pro porovnání je třeba 

uvést, že u pacientů zařazených v kohortě prezentované v této práci, u kterých převládá 

nástup onemocnění v dospělém věku, má tato varianta frekvenci 23,8 % (alelická frekvence 
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v evropské populaci je 9,4 %), což bylo binomickým testem vyhodnoceno jako statisticky 

významné.  

Přítomnost varianty p.Q141K je komplikací v léčbě dny, jelikož je asociována se 

špatnou odpovědí na léčbu alopurinolem (Roberts et al. 2017; Wallace et al. 2018). Naše 

předchozí data tuto souvislost také naznačila, i když výsledky nebyly statisticky signifikantní 

(Stiburkova et al. 2017) (viz Příloha 2). Touto problematikou jsme se zabývali u pacienta s 

těžkou tofózní dnou a nefrolitiázou, který velmi špatně reagoval na léčbu alopurinolem. 

Sekvenováním u něj byla zjištěna heterozygotní varianta p.Q141K a také vzácná 

nesynonymní varianta p.A161S v genu HPRT1, který kóduje hypoxantin-guanin 

fosforibosyltransferázu. Deficience tohoto enzymu vedla u pacienta k výrazné hyperurikémii 

způsobené zvýšenou produkcí purinů, která byla navíc komplikovaná přítomností p.Q141K 

v genu ABCG2 (Petru et al. 2016). 

Obě časté nesynonymní varianty p.V12M a p.Q141K jsou v odborné literatuře 

diskutovány také ve spojitosti s rakovinou a s odpovědí na farmakoterapii. Závěry se však 

značně liší mezi jednotlivými populacemi a také u různých typů rakoviny (Chen et al. 2019). 

U karcinomu prsu byla opakovaně potvrzena asociace s variantami v ABCG2. Jedna čínská 

studie zjistila signifikantně vyšší riziko rakoviny prsu u žen s následujícími alelami: 

homozygotní p.Q141K, nebo homozygotní p.V12M, nebo homozygotní p.Q141K 

v kombinaci s heterozygotní p.V12M, nebo heterozygotní p.Q141K v kombinaci s 

homozygotní p.V12M (Wu et al. 2015). Nositelky homozygotních variant p.V12M a 

p.Q141K však vykazovaly lepší odpověď na chemoterapii. Autoři další studie se zaměřovali 

na kurdské pacientky s rakovinou prsu, u kterých zjistili asociaci homozygotní varianty 

p.Q141K s rychlejší progresí onemocnění (Ghafouri et al. 2016). V této práci byla navíc 

pozorována u nositelek p.Q141K lepší odpověď na antracykliny a další cytostatika.  

Studie týkající se dalších druhů rakoviny nejsou takto jednotné. Z rozsáhlé 

metaanalýzy, ve které se autoři zaměřovali na souvislost mezi p.Q141K a rakovinou 

v různých světových populacích, vyplynulo, že je tato varianta asociovaná se sníženou 

náchylností ke vzniku onemocnění (Chen et al. 2012). Do této analýzy byly zařazeny studie 

týkající se kolorektálního karcinomu, lymfomu, leukémie, rakoviny prostaty a renálního 

karcinomu. Pokud jde o kolorektální karcinom, tak jedna turecká studie došla k rozdílným 

závěrům, tedy že varianta p.Q141K je asociovaná s tímto onemocněním (Sari et al. 2015).  

Z nesynonymních variant jsme ve vyšetřované kohortě detekovali kromě p.V12M a 

p.Q141K už jen vzácné nesynonymní varianty, které se obvykle vyskytly u jednoho nebo 

dvou pacientů. Jednalo se o varianty p.R147W (rs372192400), p.T153M (rs753759474), 

p.F373C (rs752626614), p.T421A (rs199854112), p.T434M (rs769734146), p.S476P, 

p.S572R (rs200894058) a p.D620N (rs34783571). V kohortě jsme navíc objevili tříbázovou 

deleci p.K360del (rs750972998). Kolegové z Katedry buněčné biologie Přírodovědecké 

fakulty UK a z Oddělení farmacie Tokijské univerzity provedli funkční charakterizaci těchto 

variant (Toyoda et al. 2019) (viz Příloha 4). Dopad jednotlivých variant zkoumali na úrovni 
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exprese proteinu, jeho lokalizace a aktivity přenosu urátu, k čemuž používali expresní systém 

oocytů Xenopus leavis a lidské embryonální ledvinné buňky. Došli k následujícím závěrům:  

 Varianty p.R147W a p.S572R: Vedou k výrazně snížené expresi proteinu (o více než 

75 %) a k nulové transportní funkci. 

 Varianta p.T153M: Vede k výrazně snížené expresi proteinu (o více než 50 %) a ke 

snížené transportní funkci (asi o 75 %). 

 Varianta p.F373C: Vede k výrazně snížené expresi proteinu (o více než 50 %) a ke 

snížené transportní funkci (asi o 50 %). 

 Varianty p.T434M a p.S476P: Neovlivňují expresi proteinu, ale výrazně snižují 

transportní funkci proteinu (je skoro nulová). 

 Varianty p.K360del, p.T421A a p.D620N: Neovlivňují expresi ani transportní funkci 

proteinu. 

K těmto vzácným variantám bohužel není dostupná skoro žádná další literatura. 

Zmínku lze najít k variantě p.D620N, která by podle závěrů jedné studie měla vést k nižší 

transportní aktivitě proteinu, což je sice v protikladu s našimi výsledky, ale autoři nezkoumali 

přímo schopnost přenosu urátu (Vethanayagam et al. 2005). Binomickým testem jsme 

nezjistili významný rozdíl mezi alelickou frekvencí p.D620N v kohortě pacientů 

s hyperurikémií a dnou a evropskou populací. Varianty p.R147W, p.T153M, p.F373C, 

p.T421A, p.T434M, p.S476P a p.S572R měly v porovnání s evropskou populací v naší 

vyšetřované kohortě signifikantně vyšší MAF (p-hodnota < 0,000001), což byl očekávaný 

výsledek vzhledem k velmi vzácnému výskytu těchto variant. Nepředpokládáme tedy, že je 

p.D620N asociována s vyšším rizikem vzniku hyperurikémie a dny. 

Vzácná intronová varianta c.689+1G>A (rs757389397), kterou jsme objevili u 

jednoho pacienta s těžkou tofózní dnou, vede k alternativnímu sestřihu a vzniku předčasného 

stop kodonu (Stiburkova et al. 2016b). 

Podle závěrů rozsáhlé tchajwanské studie intronové varianty c.203+36A>G 

(rs4148152), c.1195-60A>T (rs2231148) a c.1738-46G>A (rs2231164) snižují riziko vzniku 

dny (Yu et al. 2017). V porovnání s evropskou populací se tyto varianty vyskytují ve 

vyšetřované kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou s významně nižší alelickou frekvencí (p-

hodnota < 0,0005), což by korespondovalo se závěry výše uvedené studie. Častá intronová 

varianta c.1492+49G>T (rs2231156) je dle tchajwanské práce naopak asociována se 

zvýšeným rizikem vzniku dny. V naší kohortě se tato varianta vyskytovala s výrazně nižší 

alelickou frekvencí než v evropské populaci (MAF = 0,194 versus MAF = 0,401, p-hodnota < 

0,000001). I když naše výsledky odpovídají závěrům výše uvedené studie, tak je třeba 

přihlédnout k tomu, že se dopad jednotlivých SNP mezi různými populacemi může lišit. 

K těmto variantám bohužel nejsou k dispozici další studie, které by se týkaly asociace 

s kyselinou močovou, hyperurikémií či dnou. 
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5.1.2 Gen ABCC4 

V tomto genu jsme detekovali především alelické varianty, které vedou dle literatury 

k různým lékovým rezistencím a o jejich vlivu na hladinu kyseliny močové a o možné 

asociaci s hyperurikémií a dnou není nic známo. V naší kohortě jsme podle očekávání 

nedetekovali intronovou variantu c.2034+124C>A (rs4148500), která je asociovaná 

s hyperurikémií, dnou a sníženou frakční exkrecí kyseliny močové (Tanner et al. 2017). Tato 

varianta se totiž prakticky nevyskytuje u Evropanů, zatímco u polynéské populace je častá 

(MAF = 0,24). V naší kohortě jsme nenašli ani další nesynonymní variantu p.P1036L, která 

snižuje transportní aktivitu MRP4 o 30%. Tato varianta se zřejmě vyskytuje jenom u 

polynéské populace (Tanner et al. 2017). 

Není známá žádná asociace časté nesynonymní varianty p.G187W (rs11568658) s 

dnou. Tento SNP je poškozující podle tří predikčních programů (z pěti použitých), avšak jeho 

alelická frekvence ve vyšetřované kohortě se dle binomického testu signifikantně nelišila od 

evropské populace. Tato varianta je však významná z hlediska vzniku rezistence u léčiv 

používaných v terapii rakoviny (Tsukamoto et al. 2019).  

Nesynonymní varianta p.E757K (rs3765534) vede podle japonské studie ke zvýšení 

toxicity thiopurinových léčiv, což jsou imunosupresiva používaná mimo jiné v terapii 

rakoviny (Krishnamurthy et al. 2008). Zatímco v Evropě se jedná o vzácnou variantu (MAF = 

0,009), tak v Japonsku je častá (MAF = 0,18), což souvisí s poměrně běžným výskytem 

nežádoucích účinků po thiopurinových lécích. V naší kohortě nebyla alelická frekvence této 

varianty signifikantně častější než v evropské populaci a ani nejsou dostupné studie, které by 

naznačovaly souvislost p.E757K s hyperurikémií a dnou.    

Častá nesynonymní varianta p.K1116N (rs1751034) je podle jedné studie asociovaná s 

tubulární dysfunkcí u pacientů užívajících antiretrovirové léčivo tenofovir (Salvaggio et al. 

2017). Za zmínku stojí, že v naší vyšetřované kohortě byla tato varianta signifikantně méně 

častá než v evropské populaci (MAF = 0,367 versus MAF = 0,811, p-hodnota < 0,000001).  

Z hlediska lékových rezistencí je významná i další častá nesynonymní varianta 

p.K304N (rs2274407), jejíž alelická frekvence je dle použitého binomického testu významně 

nižší u pacientů zařazených v naší kohortě než v evropské populaci (MAF = 0,02 versus MAF 

= 0,081, p-hodnota = 0,000166). Tato varianta se nachází v akceptorovém místě sestřihu 

exonu 8 a je podle jedné studie spojená s rezistencí vůči chemoterapii u dětí s akutní 

lymfoblastickou leukémií (Mesrian Tanha et al. 2017). 

Další nesynonymní varianty p.R317S (rs2274406), p. I866V (rs139970608) a 

p.T1142M (rs11568644), které jsme identifikovali u pacientů s primární hyperurikémií a 

dnou, jsou také zkoumány z hlediska různých lékových rezistencí, i když u nich zatím nebyl 

prokázán jasný dopad na rozdíl od výše uvedených variant. Zatím není nic známo o jejich 

možné asociaci s hyperurikémií a dnou, což se týká i dalších synonymních a intronových 

variant detekovaných v naší kohortě. 
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5.1.3 Gen SLC22A12 

Protein URAT1 obstarává výhradně reabsorpci kyseliny močové v proximálních 

tubulech ledvin a spíše než ve spojitosti s hyperurikémií a dnou je znám v souvislosti se 

vzácnou primární renální hypourikémií typu 1 (OMIM # 220150) (Mancikova et al. 2016). 

Mezi genetické varianty vedoucí ke vzniku tohoto onemocnění patří například nesynonymní 

varianta p.T467M, delece p.L415_G417del či varianta vedoucí ke vzniku stop kodonu 

p.W258X (Tanaka et al. 2003; Stiburkova et al. 2016a). Varianty asociované se vzácnou 

renální hypourikémií typu 1 se v naší kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou podle 

našeho očekávání nevyskytly. 

V naší kohortě nebyla nalezena žádná nesynonymní varianta v genu SLC22A12. 

V souvislosti s tímto zjištěním je diskutována teorie, že by nesynonymní varianty v tomto 

genu mohly působit jako supresivní faktor pro dnu. Například v jedné studii detekovali 

variantu p.G774A s frekvencí 2,3 % v kontrolní skupině, zatímco ve skupině pacientů s dnou 

nebyla identifikována ani jednou (Taniguchi et al. 2005). K podobným závěrům došli také 

autoři další studie, kteří zjistili, že varianty p.R90H a p.W258X  se vyskytují u zdravých 

jedinců, zatímco nebyly detekovány ani u jednoho z celkem 1993 pacientů se dnou (Sakiyama 

et al. 2016b). Z hlediska dny působí tedy tyto nesynonymní varianty jako protektivní faktory. 

K opačným výsledkům však došla jiná studie, která detekovala nesynonymní varianty u 23 % 

pacientů s primární dnou, přitom žádná z těchto variant nebyla nalezena v kontrolní skupině. 

Neočekávané závěry této studie by se daly vysvětlit variabilitou výskytu variant v SLC22A12 

mezi různými populacemi, v tomto případě se jednalo o mexickou populaci (Vázquez-

Mellado et al. 2007).   

V kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou jsme nalezli pouze čtyři intronové 

varianty a pět synonymních variant: p.N82N (rs3825017), p.H86H (rs3825016), p.H142H 

(rs11231825), p.A416A (rs1630320) a p.L437L (rs7932775). Z hlediska četnosti je jedinou 

vzácně se vyskytující synonymní variantou v naší kohortě p.N82N, která je dle literatury 

asociována s hyperurikémií (Cho et al. 2015) (Lee et al. 2018). Zajímavé výsledky přinesla 

také studie, která zkoumala asociaci hladiny kyseliny močové s variantou p.N82N u dětí ve 

věku tří až devíti let. Autoři došli k závěru, že děti s touto variantou mají vyšší hladinu 

kyseliny močové (Lee et al. 2018). Naše data však ukázala, že se alelické frekvence p.N82N 

ve vyšetřované kohortě a v evropské populaci signifikantně neliší. Další synonymní variantou 

asociovanou s hyperurikémií je p.H86H (Sun et al. 2015) (Zou et al. 2018). Ani u této 

varianty binomický test neukázal signifikantní rozdíl v alelických frekvencích. 

Běžně se vyskytující varianta p.H142H podle jedné vietnamské studie naopak snižuje 

riziko vzniku dny (Duong et al. 2019). Podstatný rozdíl je však mezi alelickými frekvencemi 

ve vietnamské a evropské populaci (MAF = 0,288 versus MAF = 0,706). V naší kohortě se 

tato varianta vyskytla s frekvencí 0,64, což není podle provedené statistické analýzy 

v porovnání s MAF evropské populace významně rozdílné. Podle jiné španělské studie tato 
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varianta naopak souvisí se sníženou frakční exkrecí kyseliny močové u pacientů se dnou 

(Torres et al. 2014). 

Podle jedné čínské studie je další synonymní varianta p.L437L, která se vyskytuje 

v naší kohortě, asociována s primární hyperurikémií (Li et al. 2010). Stejně jako u jiných 

studií zaměřených na vybranou populaci však není jasné, zda by měla tato varianta podobný 

efekt i v jiných populacích. V naší kohortě se alelická frekvence p.L437L signifikantně 

nelišila od evropské populace, takže z našich dat nelze vyvozovat asociaci s hyperurikémií.  

Vzácná intronová varianta c.662-7C>T (rs373881060) zřejmě vede k alternativnímu 

sestřihu, k dispozici však zatím není žádná literatura, která dopad této varianty zkoumala. 

V naší kohortě se vyskytla u pěti pacientů a binomický test ukázal, že je její alelická 

frekvence signifikantně vyšší než v evropské populaci (p-hodnota < 0,000001).  

O zbývajících SNP, které jsme detekovali ve vyšetřované kohortě, zatím není známo, 

zda mají vliv na vznik hyperurikémie a dny. V našem nedávném článku, který se týkal vlivu 

variant v genu SLC22A12 (a také v genu SLC2A9) na hyperurikémií a dnu, byla provedena 

rozsáhlá statistická analýza. Nebyla nalezena žádná asociace mezi genetickými variantami a 

hladinou kyseliny močové v séru, frakční exkrecí kyseliny močové, hladinou kreatininu v 

séru, hypertenzí ani s věkem nástupu dny (Pavelcova et al. 2020) (viz Příloha 1). 

 

5.1.4 Gen SLC2A9 

V genu SLC2A9 se vyskytují různé genetické varianty, o kterých je z odborné 

literatury známo, že jsou asociovány se dnou, nebo naopak riziko vzniku tohoto onemocnění 

snižují (Vitart et al. 2008). V kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou jsme 

detekovali šest takových variant. Tento gen je však spojen i se vzácnou renální hypourikémií 

typu 2 (OMIM # 612076) (Stiburkova et al. 2012). Souvislost s tímto onemocněním byla 

prokázána například u variant p.T125M, p.R171C a p.R171H, které se v naší kohortě pacientů 

s primární hyperurikémií a dnou nevyskytly (Dinour et al. 2012) (Windpessl et al. 2016). 

V naší kohortě jsme detekovali celkem sedm nesynonymních variant, konkrétně 

p.A17T (rs6820230), p.G25R (rs2276961), p.T275M (rs112404957), p.D281H (rs73225891), 

p.V282I (rs16890979), p.R294H (rs3733591) a p.P350L (rs2280205). Jedna z dřívějších 

studií, která probíhala ve spolupráci s Katedrou buněčné biologie Přírodovědecké fakulty UK 

a s Klinikou pediatrie a dědičných poruch metabolismu 1. LF UK a VFN, se zabývala 

funkčními studiemi všech těchto variant. Nebyly prokázány žádné signifikantní rozdíly mezi 

kontrolou (wild type protein) a mutantními proteiny s výše uvedenými variantami (Hurba et 

al. 2014). 

Nesynonymní varianta p.V282I snižuje dle literatury riziko dny asi o polovinu, a to 

v evropské i asijské populaci (Meng et al. 2015; Zhang et al. 2016). Těmto závěrům odpovídá 

i naše zjištění, že v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou měla tato varianta 

signifikantně nižší alelickou frekvenci, než je MAF v evropské populaci (p-hodnota < 

0,000001). 
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V čínské populaci byla prokázána souvislost mezi nesynonymní variantou p.R294H a 

vznikem dny a dnavých tofů (Tu et al. 2010). Dále byl zjištěn vztah mezi p.R294H a 

náchylností ke dně také v japonské a malajské populaci (Yamada et al. 2017; Wan Taib et al. 

2018) Vliv této varianty v evropské populaci zatím není zcela jasný (Hollis-Moffatt et al. 

2011). V naší kohortě neprokázal binomický test významně vyšší alelickou frekvenci než 

v evropské populaci. 

O ostatních nesynonymních variantách, které se vyskytly v naší kohortě (tedy p.A17T, 

p.G25R, p.T275M, p.D281H a p.P350L), zatím nejsou v odborné literatuře k dispozici 

důkazy, že by mohly být asociovány s hyperurikémií a dnou, některé studie tuto možnost 

naopak vylučují (Zhang et al. 2016; Nkeck et al. 2018; Zhou et al. 2019).  

I některé synonymní SNP v genu SLC2A9, které se vyskytly v naší kohortě, ovlivňují 

dle odborných studií hladinu kyseliny močové. Častá varianta p.L108L (rs13113918) je dle 

literatury asociovaná s hyperurikémií (Rule et al. 2011; Sarzynski et al. 2012). Varianta 

p.I168I (rs3733589) je spojena s vyšším rizikem dny a u čínské populace byla zjištěna i vyšší 

pravděpodobnost tvorby tofů (Li et al. 2012; Nakayama et al. 2017). V další studii, která 

zkoumala vliv různých SNP na hladinu kyseliny močové u jedinců s chronickým 

onemocněním ledvin, byla za významnou označena častá synonymní varianta p.L189L 

(rs13125646) (Bhatnagar et al. 2016). Asociace mezi p.L189L a hyperurikémií byla zjištěna i 

u indiánů kmene Zuni, původem z Nového Mexika a Arizony v USA (Laston et al. 2015). 

Tato varianta měla na rozdíl od p.L108L a p.I168I v kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou 

v porovnání s evropskou populací signifikantně vyšší alelickou frekvenci (p-hodnota = 

0,00002). 

Jedna in silico studie zkoumala, které části proteinu GLUT9 jsou klíčové pro vazbu a 

transport kyseliny močové (a také fruktózy). Jako významná byla identifikována sedmá 

transmembránová doména a následující aminokyselinové pozice: p.C181, p.C301, p.N429 a 

p.C459 (Long et al. 2017). Žádná z alelických variant detekovaných v naší kohortě pacientů 

s hyperurikémií a dnou se nenacházela v těchto pozicích a ani v sedmé transmembránové 

doméně dle předpokládané sekundární struktury GLUT9. 

Pokud jde o intronové varianty, tak c.535+67A>G (rs3733590) je dle jedné studie 

asociována s hyperurikémií v čínské populaci (Zhang et al. 2018). V naší kohortě měla tato 

varianta dle binomického testu v porovnání s evropskou populací signifikantně nižší alelickou 

frekvenci (p-hodnota = 0,000256).  

Možný vliv dalších variant, které jsme našli u pacientů s hyperurikémií a dnou, zatím 

nebyl v dostupné literatuře potvrzen. V našem nedávném článku jsme provedli rozsáhlou 

statistickou analýzu, ze které vyplynulo, že u žádné z variant vyskytujících se ve 

vyšetřované kohortě není asociace s hladinou kyseliny močové, kreatininem, frakční exkrecí 

kyseliny močové, hypertenzí ani s časným nástupem hyperurikémie a dny (Pavelcova et al. 

2020) (viz Příloha 1). 
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5.1.5 Gen SLC22A11 

V tomto genu jsme detekovali dvě vzácné nesynonymní varianty (p.V202M – 

rs201209258, p.R343L – rs75933978), o kterých není z literatury známo, že by ovlivňovaly 

hladinu kyseliny močové. Binomický test ukázal, že alelická frekvence varianty p.V202M je 

signifikantně vyšší v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou než v evropské 

populaci (MAF = 0,003 versus MAF = 0, p-hodnota < 0,000001). In silico analýza však 

označila tuto variantu za poškozující pouze v jednom případě (program SIFT), zatímco u 

varianty p.R343L předpokládají negativní dopad na funkci dva predikční programy (PolyPhen 

a Provean). Z topologického modelu proteinu OAT4 je patrné, že se varianta p.R343L 

vyskytuje v oblasti zvýšené fosforylace. Bez provedení funkčních studií však nelze s jistotou 

určit, zda mají tyto nesynonymní varianty negativní dopad na transportní funkci proteinu. 

Intronová varianta c.497+85A>G (rs2277312) vyskytující se v naší kohortě je tzv. 

proxy jednonukleotidovým polymorfismem (proxy SNP), který je asociován s variantou 

rs2078267. Přítomnost proxy SNP rs2277312 tedy naznačuje, že se u daného jedince 

s největší pravděpodobností vyskytuje také rs2078267 (Johnson et al. 2008). Varianta 

rs2078267 (c.1059-957C>T, označována také jako c.1058+1305C>T) se nachází hluboko 

v intronové oblasti, takže použitými primery, které jsme navrhli pro exony a přiléhající oblasti 

intronů, by ji nebylo možné detekovat. Na rozdíl od ní se varianta rs2277312 nachází pouze 

85 bp od exonu, takže jsme mohli tuto oblast běžně vyšetřit při sekvenování příslušného 

exonu. Podle literatury by mohla být varianta rs2078267 spojena s vyšším BMI a 

s metabolickými onemocněními asociovanými s obezitou (Giri et al. 2020). V naší kohortě se 

varianta rs2277312 vyskytuje s výrazně nižší frekvencí než v evropské populaci (MAF = 

0,233 versus MAF = 0,563, p-hodnota < 0,000001). Vysvětlením by mohlo být, že do naší 

kohorty byli zařazeni převážně jedinci jen s mírně zvýšenou hodnotou BMI, jelikož jsme se 

snažili vyloučit případy sekundární hyperurikémie a dny. U varianty rs2078267 byla zjištěna 

asociace se zvýšenou hladinou kyseliny močové, která je podle závěrů jedné QWAS studie 

sice významná u indické populace, ale nehraje takovou roli v evropské populaci (Giri et al. 

2016). 

 

5.1.6 Gen SLC22A13 

Ve vyšetřované kohortě jsme detekovali dvě vzácné nesynonymní varianty p.R16H 

(rs72542450) a p.R102H (rs113229654), které jsou dle použitých predikčních programů 

benigní. Binomický test neukázal u těchto variant významný rozdíl v MAF mezi evropskou 

populací a pacienty s hyperurikémií a dnou. Dále jsme zjistili, že je varianta p.R102H 

dle předpokládané sekundární struktury OAT10 lokalizována v oblasti, kde často dochází 

posttranslačně ke glykosylaci (Li et al. 2019). V dostupné literatuře zatím není zmínka o 

jakékoliv asociaci variant p.R16H a p.R102H se sérovou hladinou kyseliny močové či s dnou. 

Ostatní varianty, které jsme našli v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou, se 
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vyskytují vzácně nebo mají nízkou alelickou frekvenci (MAF pod 0,06) a ani o nich není z 

odborné literatury známo, že by byly asociovány s hyperurikémií a dnou.   

 

5.1.7 Gen SLC17A1 

V kódující oblasti genu jsme detekovali pouze jednu nesynonymní variantu p.T269I 

(rs1165196), která podle predikčních programů nemá negativní dopad na funkci proteinu 

NPT1. Statistickou analýzou jsme zjistili, že je tato varianta signifikantně méně častá 

v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou než v evropské populaci (p-hodnota = 

0,000076). Mnoho autorů se zabývalo možným vlivem této varianty na vznik dny a v jejich 

studiích došli k rozdílným závěrům. Podle některých je varianta p.T269I asociovaná se dnou, 

a to v různých zkoumaných populacích – v evropské, polynéské i japonské (Hollis-Moffatt et 

al. 2012; Urano et al. 2013; Torres et al. 2014; Chiba et al. 2015). Naopak studie, která byla 

provedená na čínské populaci, neprokázala asociaci varianty p.T269I se dnou (Wan et al. 

2015). Podle další studie by dokonce tato varianta mohla snižovat riziko vzniku onemocnění, 

jelikož možná vede ke zvýšené exkreční aktivitě proteinu NPT1 (Sakiyama et al. 2016a). A 

právě se závěry této studie se shodují naše data.  

Varianty c.1179-111C>T (rs1165209) a c.*2+79C>T (rs1165215) byly zahrnuty do 

studie, která se týkala vlivu SNP v genu SLC17A1 na rozvoj dny (Urano et al. 2010). Nebyla 

odhalena žádná asociace s hladinou kyseliny močové a ani se dnou, a to ani u žádné z dalších 

intronových variant, které jsme identifikovali ve vyšetřované kohortě. 

 

5.1.8 Gen SLC17A3 

V tomto genu jsme neidentifikovali žádné vzácné nesynonymní varianty, ale pouze 

dvě časté (p.A100T – rs1165165, p.G279R – rs56027330), u kterých není z literatury známo, 

že by měly vliv na hladinu kyseliny močové. Podle predikčních programů jsou tyto varianty 

benigní. Ani binomickým testem jsme nezjistili statisticky signifikantní rozdíly mezi MAF ve 

vyšetřované kohortě a v evropské populaci, takže nepředpokládáme asociaci těchto variant 

s hyperurikémií a dnou. 

Zajímavá studie efektu variant v genu SLC17A3 na hladinu kyseliny močové byla 

provedena v kohortě jedinců z izolované komunity chorvatského ostrova Vis. Autoři se v ní 

zaměřují na častou synonymní variantu p.S448S (rs942379), která se objevuje i u našich 

pacientů s primární hyperurikémií a dnou (Polasek et al. 2010). V tomto článku je zahrnuta i 

nesynonymní varianta p.S448R, která má stejné referenční označení rs942379 a jejíž MAF 

v evropské populaci je roven nule (v naší kohortě se nevyskytla). Autoři zjistili, že u žen, 

které mají variantu rs942379 (p.S448S nebo p.S448R), se hladina kyseliny močové významně 

proměňuje v čase, takže při opakovaných měřeních se může střídat hyperurikémie 

s normourikémií. Stejnou souvislost zjistili autoři i u intronové varianty rs9393672, kterou 

jsme však v naší kohortě nedetekovali. Překvapivě však nebyl vliv varianty rs942379 na 

kolísání hladiny kyseliny močové prokázán u mužů. Autoři se v této studii zabývali i dalšími 
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variantami v jiných genech (včetně ABCG2, SLC22A12 a SLC2A9), ale obdobný efekt už 

nebyl zjištěn u žádné z nich. Pokud jde o variantu p.S448S v naší kohortě, tak statistická 

analýza neukázala, že by se v ní vyskytovala častěji než v evropské populaci.  

 

5.1.9 Gen SLC22A6 

V tomto genu jsme identifikovali pouze jednu nesynonymní variantu p.P104L 

(rs11568627), která nemá dle literatury vliv na transportní funkci proteinu (Fujita et al. 2005). 

Statistická analýza této varianty neukázala signifikantně odlišnou alelickou frekvenci v naší 

kohortě v porovnání s evropskou populací. In silico analýzou jsme došli k nejednotnému 

výsledku s převahou hodnocení této varianty jako poškozující. 

Synonymní varianty p.P84P (rs11568628) a p.P117P (rs11568629) se vyskytovaly u 

všech pacientů vždy společně, a to vždy buď současně heterozygotně (23 pacientů), nebo 

současně homozygotně (dva pacienti). Pokud jde o intronové varianty, tak zajímavým 

nálezem je varianta c.797+8G>A (rs1323492446), která by mohla mít vzhledem ke své pozici 

dopad na sestřih proteinu. V literatuře však zatím nejsou data, která by tuto skutečnost 

potvrzovala. 

Binomickým testem jsme zjistili u varianty c.1362-172T>C (rs3017670) statisticky 

významný rozdíl v alelické frekvenci mezi vyšetřovanou kohortou a evropskou populací 

(MAF 0,137 versus 0,842, p-hodnota <  0,000001), který je patrný i bez použití statistické 

analýzy. K této variantě nejsou v literatuře dostupné údaje o případném dopadu na transportní 

funkci proteinu a ani jiná data naznačující, že by měl z hlediska hyperurikémie a dny 

protektivní efekt. Vzhledem k umístění varianty (172 bází před exonem poblíž místa 

nasednutí primeru) spíše předpokládáme, že se nám nepodařilo tento úsek u všech pacientů 

kvalitně zanalyzovat sekvenováním, takže reálná alelická frekvence může být vyšší. 

 

5.1.10 Gen SLC22A8 

U jednoho pacienta jsme objevili vzácnou nesynonymní variantu p.R149C (c.445C>T) 

s referenčním označením rs45566039. Pod stejným označením je v databázi Ensembl 

zařazena varianta p.R149S (c.445C>A), která podle závěrů jedné studie vede ke kompletní 

ztrátě funkce proteinu (Erdman et al. 2006). Autoři v ní zkoumali schopnost transportu 

cimetidinu a estron sulfátu, dá se ale předpokládat, že stejně narušená by byla i exkrece 

kyseliny močové v proximálních tubulech ledvin. Je také pravděpodobné, že varianty 

p.R149C a p.R149S by mohly mít podobný dopad na funkci proteinu. Je tedy možné, že 

varianta p.R149C vede k hyperurikémii.  

Ve vyšetřované kohortě jsme detekovali ještě dvě další nesynonymní varianty, 

konkrétně p.V448I (rs11568486) a p.R513G (rs145474422). Podle in silico analýzy jsou tyto 

varianty benigní. V dostupné literatuře není žádný záznam o možném dopadu na transportní 

funkci proteinu. Z intronových variant stojí za zmínku především vzácná varianta c.1326-

4G>A (rs767079100), která by mohla vzhledem ke svému umístění vést k alternativnímu 
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sestřihu. S výjimkou rs45566039 není v odborné literatuře u žádné varianty detekované ve 

vyšetřované kohortě potvrzená asociace s hladinou kyseliny močové nebo vliv na transportní 

funkcí proteinu. 

 

Tabulka 5.1 - Přehled genetických variant významně ovlivňujících hladinu kyseliny močové 

Gen 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

proteinové 

nebo kódující 

sekvence 

Vliv na vznik 

hyperurikémie a dny 

Výsledky 

binomického 

testu 

Odkaz v literatuře 

ABCG2 rs2231137 p.V12M snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
(Yu et al. 2017) 

ABCG2 rs2231142 p.Q141K asociována s dnou 
signifikantně 

vyšší MAF 

 (Dehghan et al. 

2008) 

ABCG2 rs372192400 p.R147W 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
(Toyoda et al. 2019)  

ABCG2 rs753759474 p.T153M 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
 (Toyoda et al. 2019) 

ABCG2 rs752626614 p.F373C 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
 (Toyoda et al. 2019) 

ABCG2 rs769734146 p.T434M 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
(Toyoda et al. 2019)  

ABCG2 N/A p.S476P 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
(Toyoda et al. 2019)  

ABCG2 rs200894058 p.S572R 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
(Toyoda et al. 2019)  

ABCG2 rs4148152 c.203+36A>G snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
 (Yu et al. 2017) 

ABCG2 rs2231148 c.1195-60A>T  snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
(Yu et al. 2017)  

ABCG2 rs2231156 c.1492+49G>T asociována s dnou 
signifikantně 

vyšší MAF 
(Yu et al. 2017)  

ABCG2 rs2231164 c.1738-46G>A snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
 (Yu et al. 2017) 

SLC22A12 rs3825017 p.N82N asociována s hyperurikémií 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

 (Cho et al. 2015) 

SLC22A12 rs3825016 p.H86H 
možná asociována s 

hyperurikémií 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

 (Sun et al. 2015) 

SLC22A12 rs11231825 p.H142H  závěry studií se různí 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Torres et al. 2014; 

Duong et al. 2019) 

SLC22A12 rs7932775 p.L437L asociována s hyperurikémií 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Li et al. 2010)  

SLC2A9 rs16890979 p.V282I snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
(Meng et al. 2015)  
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SLC2A9 rs3733591 p.R294H asociována s dnou 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Tu et al. 2010)  

SLC2A9 rs13113918 p.L108L asociována s hyperurikémií 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Sarzynski et al. 

2012)  

SLC2A9 rs3733589 p.I168I asociována s dnou 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Li et al. 2012)  

SLC2A9 rs13125646 p.L189L asociována s hyperurikémií 
signifikantně 

vyšší MAF 

(Bhatnagar et al. 

2016) 

SLC2A9 rs3733590 c.535+67A>G asociována s hyperurikémií 
signifikantně 

nižší MAF 
(Zhang et al. 2018)  

SLC22A11 rs2277312 c.497+85A>G 
možná asociace s 

hyperurikémií 

signifikantně 

nižší MAF 
 (Giri et al. 2016) 

SLC17A1 rs1165196 p.T269I  závěry studií se různí 
signifikantně 

nižší MAF 

(Hollis-Moffatt et al. 

2012; Wan et al. 

2015) 

SLC22A8 rs45566039 p.R149C 
možná asociace s 

hyperurikémií 

signifikantně 

vyšší MAF 
(Erdman et al. 2006)  

 

Tabulka shrnuje genetické varianty podrobně diskutované v předchozím textu, které jsou signifikantně 

asociované s hyperurikémií, dnou, nebo naopak se snížením rizika vzniku dny. Jsou v ní uvedeny pouze varianty 

v genech ABCG2, SLC22A12, SLC2A9, SLC22A11, SLC17A1 a SLC22A8, jelikož v genech ABCC4, SLC22A13, 

SLC17A3 a SLC22A6 nemá dle literatury a ani dle našich závěrů žádný z polymorfismů, které jsme identifikovali 

v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou, dopad na hladinu kyseliny močové.  

Pro lepší přehlednost je asociace se dnou a s hyperurikémií ve sloupci „Vliv na vznik hyperurikémie a dny“ 

vyznačena okrově, zatímco spojitost se sníženým rizikem dny modře. Ve dvou případech je daná varianta podle 

jedné studie spojená s hyperurikémií a podle jiné studie naopak riziko dny snižuje (vyznačeno zeleně), takže jsou 

v odkazech na literaturu uvedeny obě studie s protichůdnými závěry. V ostatních případech je uveden pouze 

jeden článek, i když je k dané variantě k dispozici více odborných studií se shodnými závěry (ty jsou uvedeny 

v příslušném oddíle v diskuzi).  

Ve sloupci „Výsledky binomického testu“ jsou uvedeny závěry statistické analýzy, ve které jsme porovnávali 

minoritní alelické frekvence (MAF) v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou s údaji pro evropskou 

populaci z databáze Ensembl (Howe et al. 2021). V tabulce je uveden výsledek ve vztahu k vyšetřované kohortě, 

vyšší MAF v porovnání s evropskou populací je vyznačen okrově a nižší MAF modře. 

 

5.2 Diskuze k současnému výskytu variant ovlivňujících hladinu kyseliny močové 

Zatím jsme diskutovali vliv jednotlivých genetických variant na vznik hyperurikémie a 

dny, tedy bez závislosti na dalších polymorfismech u daného pacienta, ať už se vyskytují ve 

stejném nebo jiném genu. Důležitá otázka však je, jaký dopad má kombinace různých variant 

asociovaných se zvýšeným nebo naopak se sníženým rizikem dny u jednoho pacienta. 

Zaměřovali jsme se především na vzácné varianty a dále na časté varianty, u kterých je 

signifikantní rozdíl v alelických frekvencí mezi vyšetřovanou kohortou a evropskou populací 

(varianty uvedeny v Tabulce 5.1). Jelikož se z poměrně malé kohorty, ve které se navíc 

vzácné varianty často vyskytují pouze u jednoho člověka, nedají vyvozovat obecně platné 
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závěry, tak zde prezentujeme alespoň přehled vybraných pacientů, u kterých by genetické 

pozadí mohlo významně modulovat obraz onemocnění: 

Pacient 1: Muž s dyslipidémií, u kterého se první příznaky dny objevily ve 23 letech. 

Při zařazení do kohorty u něj byla zjištěna hladina kyseliny močové v referenčním rozmezí. 

V genu ABCG2 jsme detekovali heterozygotní varianty p.V12M a c.203+36A>G, které mají 

z hlediska dny protektivní účinky (Yu et al. 2017; Toyoda et al. 2019) (viz Příloha 4). V genu 

SLC2A9 jsme identifikovali přítomnost heterozygotních variant p.I168I a c.535+67A>G, které 

jsou asociovány s hyperurikémií a dnou (Li et al. 2012; Zhang et al. 2018). Vliv patogenních 

variant v SLC2A9 u tohoto pacienta zřejmě převážil nad protektivními variantami v ABCG2, 

stav navíc komplikuje dyslipidémie.  

Pacient 2: Muž s primární dnou, u kterého jsme v genu ABCG2 detekovali tři 

heterozygotní varianty asociované s hyperurikémií a dnou, a to častou p.Q141K, častou 

c.1492+49G>T a vzácnou p.T153M. I přes léčbu byla zjištěna vysoká hladina kyseliny 

močové v séru 511 μmol/l, ke které pravděpodobně vedla zhoršená terapeutická odpověď na 

alopurinol související s variantou p.Q141K a také snížená transportní aktivita proteinu 

ABCG2 z důvodu výskytu variant p.Q141K a p.T153M (Dehghan et al. 2008; Roberts et al. 

2017; Toyoda et al. 2019) (viz Příloha 4).  

Pacient 3: Žena se sérovou hladinou kyseliny močové 495 μmol/l, u které byla 

hyperurikémie poprvé zjištěna, když jí bylo 14 let. Sekvenováním jsme zjistili v genu ABCG2 

tři heterozygotní varianty, častou p.Q141K, častou c.1492+49G>T a vzácnou p.T434M. Tyto 

varianty jsou asociované s hyperurikémií a dnou, p.Q141K a p.T434M vedou podle funkčních 

studií k výraznému snížení transportní funkce proteinu ABCG2 (Woodward et al. 2009; Yu et 

al. 2017; Toyoda et al. 2019) (viz Příloha 4). U pacientky se doposud neobjevily příznaky 

dny. 

Pacient 4: Muž s primární dnou, u kterého byla i přes léčbu opakovaně zjištěna 

vysoká hladina kyseliny močové (490 μmol/l a 663 μmol/l). Pacient udával v rodinné 

anamnéze výskyt dny. V genu ABCG2 jsme zjistili častou heterozygotní variantu p.Q141K a 

vzácnou heterozygotní variantu p.R147W, které jsou asociovány s dnou (Dehghan et al. 2008; 

Toyoda et al. 2019) (viz Příloha 4). Varianta p.Q141K navíc souvisí se špatnou odpovědí na 

terapii alopurinolem (Roberts et al. 2017). 

Pacient 5: U muže s primární dnou a sérovou hladinou kyseliny močové 537 μmol/l 

jsme detekovali v genu ABCG2 dvě varianty s rozdílným efektem na hyperurikémii a dnu. 

Zatímco má častá varianta p.V12M z hlediska dny ochranný účinek, tak je vzácná varianta 

p.S572R pravděpodobně asociovaná se vznikem hyperurikémie a dny (Yu et al. 2017; Toyoda 

et al. 2019) (viz Příloha 4). Obě varianty se vyskytovaly u pacienta heterozygotně a zdá se, že 

převážil efekt varianty p.S572R. 

Pacient 6: Muž s tofózní dnou, který měl v okamžiku zařazení do naší kohorty 

hladinu kyseliny močové 464 μmol/l, a to i přes terapii alopurinolem. Genetická analýza 

odhalila přítomnost heterozygotní varianty c.535+67A>G v genu SLC2A9, která je spojovaná 
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s hyperurikémií, a heterozygotní varianty p.Q141K v genu ABCG2, která je asociovaná se 

dnou a také se špatnou odpovědí na léčbu alopurinolem (Dehghan et al. 2008; Roberts et al. 

2017; Zhang et al. 2018).  

Pacient 7: Tento pacient byl do naší kohorty zařazen v 15 letech, kdy se u něj 

projevily první příznaky primární dny. Byla zjištěna vysoká hladina kyseliny močové 522 

μmol/l a v rodinné anamnéze byla přítomná dna. U pacienta jsme genetickým vyšetřením 

odhalili homozygotní variantu p.Q141K v genu ABCG2, která by mohla být sama o sobě 

příčinou dny v adolescentním věku (Stiburkova et al. 2019) (viz Příloha 3). V genu 

SLC22A12 se ale navíc vyskytla vzácná varianta p.N82N, která je dle literatury také 

asociovaná s hyperurikémií a dnou (Cho et al. 2015).  

Pacient 8: U pacienta byla poprvé objevená hyperurikémie v osmi letech, do naší 

kohorty byl zařazen ve 14 letech s hladinou kyseliny močové 568 μmol/l. V rodinné 

anamnéze se vyskytovala dna. U pacienta byla v genu ABCG2 přítomná heterozygotní 

protektivní varianta p.V12M a heterozygotní patogenní varianta p.Q141K (Dehghan et al. 

2008; Yu et al. 2017). V genu SLC2A9 se navíc vyskytla heterozygotní varianta 

c.535+67A>G, která je asociovaná s hyperurikémií (Zhang et al. 2018). Vzhledem k nízkému 

věku nástupu hyperurikémie se zdá, že účinek patogenních variant převážil nad p.V12M, 

která snižuje riziko dny.  

Pacient 9: Muž s primární dnou a atopickým ekzémem, u kterého byla zvýšená 

hladina kyseliny močové poprvé zjištěna ve 13 letech. V rodinné anamnéze se vyskytovala 

dna. Sekvenováním jsme detekovali heterozygotní varianty p.I168I a c.535+67A>G v genu 

SLC2A9, které jsou asociované s dnou (Li et al. 2012; Zhang et al. 2018). Navíc jsme zjistili 

přítomnost homozygotní varianty p.Q141K v genu ABCG2, která se významně podílí na 

vzniku hyperurikémie a dny (Dehghan et al. 2008). Pacient má tedy nejméně tři rizikové 

genetické faktory pro rozvoj dny, což koresponduje s prvním záchytem hyperurikémie 

v adolescentním věku (Stiburkova et al. 2019) (viz Příloha 3).  

Pacient 10: Muž s tofózní dnou měl velmi vysokou hladinu sérové kyseliny močové 

700 μmol/l a první příznaky dny se u něj objevily ve 22 letech. V rodinné anamnéze pacient 

udával výskyt dny. Sekvenováním jsme odhalili stejnou kombinaci variant asociovaných s 

hyperurikémií jako u pacienta číslo 9 – tedy homozygotní p.Q141K v genu ABCG2 a 

heterozygotní p.I168I a c.535+67A>G v genu SLC2A9. U obou pacientů byla horší odpověď 

na léčbu alopurinolem pravděpodobně z důvodu výskytu homozygotní varianty p.Q141K 

(Roberts et al. 2017). 

Shrnutí: Zdá se tedy, že vzácné nesynonymní varianty v genu ABCG2 vedou 

k rozvoji těžké dny, která nemůže být vyvážena protektivními variantami ve stejném a ani v 

jiném genu. K závažnému onemocnění vede také kombinace p.Q141K v genu ABCG2 spolu 

s další variantou ve stejném nebo jiném genu, která je asociovaná s hyperurikémií a dnou.  
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5.3 Diskuze k použitým metodám 

K analýze genů jsme používali kapilární sekvenátor Applied Biosystems 3130 Genetic 

Analyzer (Thermo Fisher Scientific), který je založen na metodě Sangerova sekvenování 

(Sanger et al. 1977). Tento typ sekvenátorů se rozšířil do klinické praxe v 90. letech minulého 

století a výrazně zjednodušil práci oproti zdlouhavému manuálnímu sekvenování. Velkou 

výhodou přístrojů založených na metodě Sangerova sekvenování je velmi vysoká přesnost 

výsledků, z tohoto důvodu se také používají pro verifikaci výsledků ze sekvenování nové 

generace. Další výhodou je možnost analýzy poměrně dlouhého PCR produktu – konkrétní 

délka závisí na kapilárách instalovaných v daném přístroji, v našem případě nebyl problém 

analyzovat úseky o délce 800 bp. Pro naše účely byla tato metoda ideální i z toho důvodu, že 

nám umožnila podrobně analyzovat exony a přilehlé části intronů (Morozova a Marra 2008).  

Kromě Sangerova sekvenování lze použít i sekvenování nové generace, které přináší 

možnost rychle analyzovat velké množství genů (Ansorge 2009). Výhodou je i možnost 

provedení analýzy z velmi malého množství vzorku DNA. Sekvenování nové generace lze 

použít k sekvenování celých genomů či k provádění GWAS studií k vyhledávání kandidátních 

genů. Mezi tyto metody patří jednomolekulové sekvenování, sekvenování pomocí nanopórů, 

sekvenace syntézou (Illumina), 454 sekvenování (firma Roche) či SOLiD (Life Technologies) 

(Morozova a Marra 2008; Gut 2013).  

K vyšetření přítomnosti vybraných nesynonymních variant u kontrolní skupiny jsme 

používali převážně metodu tetra-primer ARMS-PCR (Ye et al. 2001). V jednom případě jsme 

použili metodu RFLP-PCR, jelikož pro daný úsek nebylo možné navrhnout primery pro tetra-

primer ARMS-PCR. Metoda tetra-primer ARMS-PCR je výhodná svou rychlostí, snadnou 

proveditelností a finanční nenáročností. Naproti tomu metoda RFLP-PCR je dle našich 

zkušeností i závěrů jiných autorů náročnější na laboratorní zpracování i na optimalizaci 

podmínek (Duta-Cornescu et al. 2009). 

 

5.4 Přednosti a limity této práce 

Mezi přednosti této práce patří vyšetření unikátní kohorty 250 jedinců s primární 

hyperurikémií a dnou, u které byla známá podrobná klinická a biochemická data umožňující 

hodnocení dopadu genetických variant v širších souvislostech. Statistická analýza by však 

byla více vypovídající, kdyby byla tato kohorta rozsáhlejší.  

K silným stránkám této práce dále patří, že výběr genů pro analýzu zahrnoval 

významné i méně známé urátové transportéry, a že jsme podrobně analyzovali kódující 

sekvence genů včetně přiléhajících intronových oblastí. Slabou stránkou naopak je, že nebyly 

analyzovány celé intronové oblasti genů, takže nemusely být zachyceny všechny varianty 

asociované s hyperurikémií a dnou.  

Limitující se může zdát, že jsme pro analýzu zvolili pouze geny kódující urátové 

transportéry. Závěry QWAS studií totiž navrhují i různé další geny, jejichž produkty ovlivňují 
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genovou expresi a imunitní reakce na krystaly kyseliny močové, což může být podnětem pro 

další výzkum.  

Na závěr je třeba ještě podotknout, že se tato práce nevěnuje důležité otázce regulace 

genové exprese a různým epigenetickým mechanismům, což je dalším podnětem pro budoucí 

studie. 
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6. Závěr 

U pacientů s primární hyperurikémií a dnou se nám analýzou genů kódujících urátové 

transportéry podařilo identifikovat deset genetických variant, které jsou pravděpodobně 

asociované s hyperurikémií a dnou, a pět genetických variant, které pravděpodobně naopak 

riziko dny snižují. Všechny tyto varianty jsou lokalizované pouze ve třech z deseti 

analyzovaných genů, konkrétně v ABCG2, SLC2A9 a SLC22A8. V genu ABCG2 jsme zjistili 

asociaci s hyperurikémií a dnou u osmi variant (p.Q141K, p.R147W, p.T153M, p.F373C, 

p.T434M, p.S467P, p.S572R a c.1492+49G>T) a spojitost se sníženým rizikem dny u čtyř 

variant (p.V12M, c.203+36A>G, c.1195-60A>T a c.1738-46G>A). V genu SLC2A9 jsme 

odhalili jednu variantu asociovanou s hyperurikémií (p.L189L) a jednu variantu snižující 

riziko vzniku dny (p.V282I). V genu SLC22A8 jsme zjistili možnou asociaci s hyperurikémií 

u varianty p.R149C. 

Zhodnocením klinických a biochemických dat od pacientů, u kterých se vyskytovalo 

zároveň více genetických variant zvyšujících nebo snižujících riziko hyperurikémie a dny, 

jsme došli k zajímavým zjištěním. Vzácné nesynonymní varianty v genu ABCG2 (p.R147W, 

p.T153M, p.F373C, p.T434M, p.S467P a p.S572R) jsou asociované s těžkou dnou i u 

pacientů s přítomností protektivních polymorfismů (p.V12M, c.203+36A>G, c.1195-60A>T a 

c.1738-46G>A a p.V282I) (Meng et al. 2015; Yu et al. 2017; Toyoda et al. 2019). Kombinace 

některé z variant asociovaných s hyperurikémií a s dnou spolu s variantou p.Q141K v genu 

ABCG2 často vede k výrazné hyperurikémii a tofózní dně, což není způsobenou jen prostou 

součinností genetických variant, ale i tím, že je p.Q141K asociovaná se špatnou terapeutickou 

odpovědí na léčbu alopurinolem (Roberts et al. 2017).  

V genu SLC22A12 jsme zachytili výskyt čtyř synonymních variant (p.N82N, p.H86H, 

p.H142H, p.L437L), které jsou dle odborné literatury asociované s hyperurikémií, ale v naší 

kohortě se tato spojitost nepotvrdila (Li et al. 2010; Torres et al. 2014; Cho et al. 2015; Sun et 

al. 2015). Stejná situace nastala i u čtyř dalších variant v genu SLC2A9 (p.R294H, p.L108L, 

p.I168I, c.535+67A>G) a u jedné varianty v genu SLC22A11 (c.497+85A>G) (Tu et al. 2010; 

Li et al. 2012; Sarzynski et al. 2012; Giri et al. 2016; Zhang et al. 2018). K nesynonymní 

variantě p.T269I v genu SLC17A1, kterou jsme identifikovali v naší kohortě, jsou k dispozici 

odlišné závěry odborných studií. Podle některých je p.T269I asociovaná s hyperurikémií a 

dnou (Hollis-Moffatt et al. 2012; Urano et al. 2013; Torres et al. 2014; Chiba et al. 2015). 

Podle další studie je naopak asociovaná se sníženým rizikem vzniku dny, čemuž by 

odpovídala i naše data (Wan et al. 2015). V genech ABCC4, SLC22A13, SLC17A3 a SLC22A6 

jsme neidentifikovali žádnou genetickou variantu, která by dle našich výsledků či závěrů 

odborných studií byla asociovaná s hyperurikémií a dnou. 
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9. Prohlášení k podílu na výsledcích 

V této práci jsou prezentovány výsledky rozsáhlého projektu analýzy deseti genů 

kódujících urátové transportéry, do kterého bylo zapojeno více odborných pracovníků 

z Oddělení molekulární biologie a imunologie Revmatologického ústavu. Z toho důvodu není 

disertační práce psána v první osobě jednotného čísla. Autorka této práce analyzovala kódující 

oblasti genů v následujícím rozsahu: 

 kompletní analýza genů SLC22A11 a SLC22A13 

 většinová analýza genu ABCG2 

 částečný podíl na analýze genů SLC2A9, SLC22A12, SLC17A1, SLC22A6 

 okrajově analýza genů SLC17A3, SLC22A8 a ABCC4 

Hodnocení dat včetně statistické analýzy, predikce funkčního dopadu, topologických 

modelů proteinů a interpretace výsledků je vlastním dílem autorky. 
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