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Abstrakt

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

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

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

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

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

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



Abstract

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

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

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

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

response to treatment with the uricostatic drug allopurinol.

Key words: hyperuricemia, gout, urate transporters, uric acid, ABCG2, SLC2A49, SLC22A8
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1. Literarni avod

1.1 Kyselina mocova

Kyselina mocova je u lidi kone¢nym produktem degradace purini, k ¢emuz dochazi
predevsim v jatrech, ale také ve stieveé a v mlécné zlaze (Bobulescu a Moe 2012). Pri
fyziologickém pH je pfitomna pievazné v podob¢ uratu monosodného (So a Thorens 2010).
Naproti tomu v moci, kterd ma pH mezi hodnotami 5 a 6, se vyskytuje pievazné ve form¢e
kyseliny moc¢ové (Wright et al. 2010). Hladina kyseliny mocové je ur¢ovana rovnovahou
mezi ptijmem purinll v potrave (tzv. exogenni puriny), syntézou purinti de novo a degradaci
nukleovych kyselin a riznych koenzymt (tzv. endogenni puriny) a vylucovanim. Kyselina
mocova je z téla vyluCovéana predevsim ledvinami (70 %) a z mensi Casti také stievem (30 %)
(Bobulescu a Moe 2012). V glomerulu je kyselina mocova volné filtrovana a k jejimu
aktivnimu transportu dochdzi az v proximalnich tubulech ledvin, kde jsou lokalizovany
uratové transportéry. Ty jsou kromé ledvin lokalizovany také ve stievé, kde rovnéz
obstaravaji exkreci kyseliny mo¢ové (Hosomi et al. 2012). V tlustém stfeve je kyselina
mocova z urcité ¢asti degradovana bakterialni mikroflérou az na amoniak a oxid uhli¢ity (Xu
et al. 2016). Referencni rozmezi hladiny kyseliny moc¢ové v séru je 120 — 340 pmol/l u Zen a
déti do 15 let, 120 — 420 pmol/l u muzi.

1.2 Hyperurikémie

Hyperurikémie se rozviji nej¢astéji z divodu sniZzené renalni exkrece KM (asi 90 %
piipadll) a méné Casto z dlivodu zvySené produkce KM (asi 10 % ptipadil) (Ragab et al.
2017). Pfi¢inami primarni hyperurikémie je ptedev§im zvySeny pfijem purinil ve stravé a
snizené vyluc¢ovani kyseliny mocové ledvinami a gastrointestinalnim traktem. Hyperurikémie
se miiZze vyskytnout sekunddrné u riznych onemocnéni z ditvodu zvySené syntézy
endogennich purint (Pavelka 2008; Stiburkova et al. 2019). Genetické faktory mohou vést
také k rozvoji hyperurikémie, patfi k nim predevsim varianty v genech kodujicich uratové
transportéry, coZ je tématem této prace (Stiburkova et al. 2017; Pavelcova et al. 2020).
Vzacné se mohou vyskytnout mutace v genech kodujicich klicové enzymy purinového

metabolismu vedouci k hyperurikémii (Ragab et al. 2017).

1.3 Dna

Dna (neboli dnavé artritida) je chronické onemocnéni, které vznika na podkladé
poruchy metabolismu kyseliny moc¢ové. Je pro n€j charakteristicka depozice monosodnych
uratovych krystalti v kloubnich chrupavkach 1 dalSich tkanich, kde vyvolavaji mistni
zangtlivou reakci. Prevalence dny v Evropé je asi 1 az 4 % (Dehlin et al. 2020). Toto
onemocnéni postihuje ¢astéji muze nez zeny (4:1) (Svobodova 2016). Prevalence stoupa
s vékem a u muza je Castéjsi ndstup dny v niz§im véku v porovnani se zenami, jelikoz

estrogen a progesteron snizuji riziko rozvoje onemocnéni (Hak et al. 2010; Dehlin et al.



2020). V patogenezi dny hraje vyznamnou roli reakce imunitniho systému na pfitomnost
krystalt kyseliny moc¢ové v kloubnich dutinach. Krystaly jsou fagocytovany makrofagy, coz
vede k uvolnéni enzymil obsazenych v lysozomech a k produkci zanétlivych chemokinti
(Cronstein a Sunkureddi 2013). Plisobenim prozanétlivého interleukinu 1 dochézi k infiltraci
synovialni tekutiny neutrofily, k dalSimu uvoliiovani zanétlivych cytokint a k rozvoji
akutniho zanétlivého procesu (Landis a Haskard 2001; Alberts et al. 2019).

1.4 Genetické faktory v rozvoji hyperurikémie a dny

Hladina kyseliny mocové je podle zavért rtiznych studii genetickymi faktory
ovliviiovana ze 40 az 80 %, podle jedné studie je tato hodnota u evropské populace 60 %
(Krishnan et al. 2012). K rozvoji dny vSak nedochazi u v§ech osob s hyperurikémii, takze
zatim neni jasné, jak je to s dédi¢nosti tohoto onemocnéni, na rozvoji se navic krom¢e
genetickych faktort podili také vlivy stravy a prostfedi (Merriman 2015). Zatim bylo
provedeno pouze omezené mnozstvi studii a podle zavért jedné préce, kterd zkoumala 514
pari muzskych monozygotickych a dizygotickych dvojcat, je fenotyp dny urcen predevsim
vlivy prostfedi (Krishnan et al. 2012).

Jedna genomova asociacni studie (GWAS, genome-wide association study)
zahrnovala data od vice nez 140 000 jedincii evropského ptivodu a autofi v ni identifikovali
28 vyznamnych lokusi asociovanych se zvysSenou hladinou kyseliny mocové (Kdottgen et al.
2013). Byly mezi nimi i lokusy zahrnujici geny koduji urdtové transportéry, konkrétné
ABCG2,SLC2A49, SLC17A43, SLC22A411 a SLC22412. Dv¢ jiné studie identifikovaly dalsi
lokusy nachdzejici se v genech kddujicich uratové transportéry, a to v ABCG2, SLC2A9,
SLC22A411, SLC22A412 a SLC17A41 (Nakayama et al. 2017) (Yang et al. 2010). Opakované
byly potvrzeny vyznamné lokusy v genech ABCG2 a SLC2A49 (Vitart et al. 2008; Kottgen et
al. 2013; Matsuo et al. 2016; Kawamura et al. 2019). Kromé genti kodujicich uratoveé
transportéry se lokusy vyznamné z hlediska hyperurikémie a dny nachazeji i v mnoha jinych

genech, jejichZ produkty nejsou ptimo zapojené piimo do transportu kyseliny mocové.

1.5 Uratové transportéry

Urat nemlZe prestupovat pies bunééné membrany samostatné, k transportu jsou
zapotiebi specialni proteiny, tzv. uratoveé transportéry (Nigam a Bhatnagar 2018). Tyto
proteiny vyznamné¢ ovliviiuji hladinu kyseliny mocové v téle. Uratové transportéry jsou
exprimovany predevsim v proximalnich tubulech ledvin a ve stfevé. Nachéazeji se vSak i v
dalSich organech, kde chrani buniky pfed cytotoxickym plisobenim kyseliny mocové. Proteiny
uratovych transportérii 1ze rozdélit do dvou velkych rodin: ABC transportéry a SLC
transportéry (Nigam et al. 2015).



Tabulka 1.1 - Uratové transportéry a jejich geny

Uratovy
transportér

Oznaceni
proteinu

(identifikace
odle UniProt

Oznaceni genu
(identifikace podle
Ensembl)

Exprese
proteinu

Molekulova
hmotnost

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

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

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

Solute carrier family
22 member 12; Urate
transporter 1

Solute carrier family
22 member 6;
Organic anion

transporter 1

Solute carrier family
22 member 8;
Organic anion

transporter 3

Solute carrier family
22 member 11;
Organic anion
transporter 4

Solute carrier family
22 member 13;
Organic anion
transporter 10

ABCG2
(Q9UNQO)

MRP4
(015439)

GLUT9
(QONRMO)

URATI
(Q96837)

OATI
(Q4U2RY)

OAT3
(Q8TCC7)

OAT4
(QINSAO)

OATI10
(Q9Y226)

ABCG2
(ENSG00000118777)

ABCC4
(ENSG00000125257)

SLC249
(ENSG00000109667)

SLC22412
(ENSG00000197891)

SLC2246
(ENSG00000197901)

SLC2248
(ENSG00000149452)

SLC22411
(ENSG00000168065)

SLC22413
(ENSG00000172940)

4q22.1

13¢32.1

4p16.1

11q13

11q12.3

11123

11q13.1

3p22.2

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

prostata,
vejcovody,
mozek,
ledviny a dalsi
tkané

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

ledviny

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

ledviny, srdce

ledviny,
placenta

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

72 314 Da

149 527 Da

58 702 Da

59 630 Da

61 816 Da

59 856 Da

59 972 Da

60 862 Da



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

NPT1 SLCI17A41 ledviny, jatra,

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

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

NPT4 SLCI7A43

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

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

Obrazek 1.1 - Uratové transportéry v proximalnich tubulech ledvin
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Na obrazku je vyznaceno, které uratové transportéry se nachazeji na apikalni membrané epitelu proximalnich
tubuld ledvin a které na bazolateralni membrang, a jakym smérem transportuji kyselinu mocovou. Nekteré
transportéry funguji jako exkretory kyseliny mocové, konkrétné se jedna o proteiny ABCG2 (gen ABCG?2),
MRP4 (gen ABCC4), NPT1 (gen SLC17A1), NPT4 (gen SLC17A43), OATI (gen SLC2246) a OAT3 (gen
SLC22A48). Jiné zajistuji reabsorpci kyseliny mocové, konkrétné jsou to proteiny GLUT9 (gen SLC249),
URATI (gen SLC22412), OAT4 (gen SLC22A411) a OAT10 (gen SLC22413). Protein GLUT9 se vyskytuje ve
dvou sestfihovych variantach, GLUT9a je lokalizovan na bazolateralni membrané a GLUT9b na apikalni

membrang.



2. Cile prace

Cilem této prace bylo identifikovat genetické varianty, které¢ by mohly byt asociovany
s primarni hyperurikémii a s primarni dnou. Zamétovali jsme se na polymorfismy v genech,
které koduji vyznamné uratové transportéry lokalizované v proximalnich tubulech ledvin a
v men$i mife také ve stfeveé, konkrétné ABCG2 (ABCG2), ABCC4 (MRP4), SLC2A49
(GLUTY), SLC22412 (URAT1), SLC22A411 (OAT4), SLC22413 (OAT10), SLC17A41
(NPT1), SLC1743 (NPT4), SLC2246 (OAT1) a SLC2248 (OAT3).

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

riziko onemocnéni sniZuji.

3. Metodika

3.1 Sestaveni kohort a rozsah genetickych analyz
Byly sestaveny dv¢ kohorty. Prvni zahrnovala pacienty s primarni hyperurikémii a

dnou, u kterych byly vySetfovany geny kodujici uratové transportéry:
o geny ABCC4, SLC22A411, SLC22A413, SLC17A41, SLC1743, SLC2246 a
SLC22A48: 150 jedincti (z toho 115 jedinct s primarni dnou a 35 jedinct
s primarni hyperurikémii)
o geny ABCG2, SLC249 a SLC22A412: 250 jedinct (z toho 182 jedinct
s primarni dnou a 68 jedinct s primarni hyperurikémii)
Kromé toho byla sestavena také kontrolni kohorta zahrnujici 174 jedinct z bézné
populace, u kterych byly vySetfovany vybrané alelické varianty:
Velikost kohorty uvadéna v této praci je tedy rizné Siroka u jednotlivych
vysetfovanych gent:
e gen ABCG2: varianty p.V12M, p.Q141K, p.R147W, p.T153M, p.F373C,
p.T421A, p.T434M, p.S476P, p.S572R a p.D620N
e gen SLC22A411: varianty p.V202M a p.R343L
e gen SLC22A413: varianty p.R16H a p.R102H
e gen SLC22A6: varianta p.P104L
e gen SLC22A48: varianty p.R149C, p.V4481 a p.R513Q
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Vsechny uvedené varianty byly s vyjimkou p.D620N vySetieny metodou tetra-primer ARMS-
PCR (Ye et al. 2001). Pro analyzu p.D620N byla pouzita metoda RFLP-PCR (Duta-Cornescu
et al. 2009).

3.2 PCR a sekvenovani

Pro névrh primerti jsme pouzivali volné dostupny program Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Pary primert byly navrhovany pro
jednotlivé exony a exon-intronova rozhrani tak, aby bylo mozné sekvenovanim vysetfit
alespon 100 parii bazi pred a za exonem.

Pti optimalizaci PCR reakce bylo tfeba vybrat a vyzkouSet mix s danou DNA
polymerazou a stanovit teplotu nasednuti primerit na DNA (neboli teplotu annealingu) pomoci
teplotniho gradientu. Pro PCR exont jednotlivych genti jsme pouzivali jiz optimalizované
podminky. Vznik pozadovaného PCR produktu jsme ovétrovali pomoci elektroforézy s
vyuzitim 2% agardzového gelu.

K analyze PCR produktti jsme pouzivali kapilarni sekvenator Applied Biosystems
3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Tento pfistroj vyuziva metodu Sangerova

sekvenovani, kterou zvetejnil v roce 1977 Frederick Sanger a jeho tym (Sanger et al. 1977).

3.3 Hodnoceni nalezenych variant

Genetické varianty pfitomné v analyzovanych sekvencich jsme urcovali pomoci
databaze NCBI (NCBI 2021) a Ensembl (Howe et al. 2021). U jednotlivych variant jsme
pocitali minoritni alelickou frekvenci (MAF) v kohorté, kterou jsme porovnali s MAF pro
jednotlivé populace. Predpokladali jsme nulovou hypotézu, Ze nase data (tedy alelicka
frekvence variant) v kohort¢ jedinct s hyperurikémii a dnou vznikla vybérem z evropské
populace, ktera je definovéana alelickymi frekvencemi pro jednotlivé varianty. Pomoci
binomického testu jsme tedy u jednotlivych variant zjiSt'ovali, zda by mohly byt rozdily mezi
alelickou frekvenci v nasi kohorté a alelickou frekvenci v evropské populaci vétsi, nez jaké by
se daly ¢ekat v disledku nahodné variability. Za statisticky vyznamnou jsme povaZovali p-
hodnotu < 0,0005, kterou jsme na zékladé vysledki binomického testu stanovovali pomoci
oboustranného Z-testu. Dale jsme pouZili predikéni programy pro odhad funké&nosti proteinu
se zaménénou aminokyselinou. Dale nas zajimalo umisténi identifikovanych alelickych
variant ve struktufe konkrétniho proteinu, pro coZ jsme pouZili program TOPO2, neboli
Transmembrane protein display software (Johns 2021). Nékteré polymorfismy se totiZ mohou
vyskytovat v oblastech a polypeptidového fetézce, které jsou dilezité pro funkci transportniho

proteinu.
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4. Vysledky

4.1 Charakteristika kohorty

Zen bylo ve vy3etfované kohorté 36 (konkrétng 20 pacientek s primarni hyperurikémii
a 16 pacientek s primarni dnou) a muzi bylo ve vySetfované kohorté 214 (konkrétn¢ 48
pacientl s primarni hyperurikémii a 166 pacientt s primarni dnou). Pokud jde o komorbidity,
tak se u 14 jedincti vyskytovalo nefrologické onemocnéni, u 28 pacientl diabetes mellitus, u
Sesti lidi psoridza a u dvou pacientd maligni onemocnéni. Hypertenze byla zjisténa u 98
jedinct. U 97 pacientl se v rodinné anamnéze vyskytovala dna. V okamziku zafazeni pacienta
do kohorty bylo 1é¢eno alopurinolem 175 jedinct, febuxostatem 17 jedinct a bez
urikostatické 1écby bylo 58 lidi.

4.2 Geny uratovych transportériu

4.2.1 Gen ABCG2

Ve vySettované kohort¢ se vyskytovaly dvé casté nesynonymni varianty p.V12M a
p.-Q141K . Kromé toho jsme detekovali také osm vzacnych nesynonymnich variant:
p.R147W, p.T153M, p.F373C, p.T421A, p.T434M, p.S476P, p.S572R a p.D620N. Varianta
p-S476P neni doposud uvedend v databazich Ensembl a NCBI. V kodujici ¢asti genu jsme
dale nasli tiibdzovou deleci p.K360del a dvé synonymni varianty p.S65S a p.E366E.

V intronech jsme detekovali 19 variant, z toho 16 jednonukleotidovych zdmén, dvé kratké
delece a jednu kratkou inzerci. Jednonukleotidova zdména ¢.689+1G>A pravdépodobné vede
vzhledem ke své pozici (prvni baze vedle exonu) k alternativnimu sestfihu.

Na zékladé predikénich programii 1ze za poskozujici pokladat varianty p.R147W,
p.F373C, p.T434M, p.S476P a p.S572R. Dva programy (Mutation Tastes a Provean) oznacily
za poskozujici variantu p.D620N. Program Provean dovede analyzovat i delece — variantu
p-K360del oznacil za benigni.

V porovnani s evropskou populaci byla alelické frekvence néasledujicich variant
signifikantné vyssi v kohort€ pacientli s hyperurikémii a dnou: p.Q141K, p.R147W,
p.-T153M, p.K360del, p.F373C, p.T421A, p.T434M, p.S572R, p.S65S, ¢.689+1G>A, ¢.690-
19 690-17delTGT a c.1492+49G>T. U nasledujicich variant byla alelicka frekvence naopak
vyznamné niz$i ve vysetfované kohorté nez v evropské populaci: p.V12M, ¢.203+36A>G,
c.1195-60A>T a c.1738-46G>A.

4.2.2 Gen ABCC4

V genu ABCC4 jsme nalezli ¢tyti Casté (p.G187W, p.K304N, p.R317S, p.K1116N) a
tii vzacné (p.E757K, p. 1866V, p.T1142M) nesynonymni varianty. Varianta p.K304N muze
vést k alternativnimu sesttihu, jelikoz vede k zdméné baze na prvni pozici v exonu 8.
Identifikovali jsme osm synonymnich variant: p.12231, p.S323S, p.V345V, p.P403P, p.S486S,
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p.L904L, p.F948F a p.110851. V nekddujici ¢asti genu jsme ve vysetiované kohorté
identifikovali 54 variant, z toho 50 jednonukleotidovych zdmén, tfi delece
(c.621+82 621+85del, c.3630-88del, c.3871-5del) a jednu inzerci (c.2468 2469insA).
Nasledujici intronové varianty vedou pravdépodobné k alternativnimu sestfihu: c.186-5T>C,
c.1161+8T>A, c.1825-7A>G, c.3871-3T>C. V hodnoceni jednotlivych variant dosly
predik¢ni programy ke shodnému vysledku ,,benigni‘ pouze u varianty p.E757K.
Nasledujici varianty jsou signifikantné ¢astéjsi v kohorté pacientl s primarni
hyperurikémii a dnou nez v evropské populaci: p.P403P, p.S486S, p.I110851, ¢.532-85G>A,
c.1825-7A>G, c.1825-17C>A, ¢.2468 2469insA, ¢.3210+43T>G, c.3630-88del, c¢.3630-
48C>G a c¢.3871-5del. Tyto varianty maji naopak vyznamné nizsi alelickou frekvenci ve
vySetfované kohorté¢ v porovnani s evropskou populaci: p.K304N, p.K1116N, p.L904L,
c.621+73C>T, ¢.621+82 621+85del, c.785+158T>C, ¢.622-146C>A, c.622-130G>C,
c.911+328A>G, c.1161+82C>G, ¢.1263+70T>C, c.1354-280T>C, c.1727+280A>G,
c.1727+349T>G, c.1727+386A>G, ¢.1727+373A>G, ¢.2034+219G>A, ¢.2456-132T>G,
€.2536-60C>A, ¢.2807-378 A>T, ¢.2918-308A>G a c¢.3871-3T>C.

4.2.3 Gen SLC22412

V genu SLC22A412 jsme ve vySetiované kohorté nenasli zddnou nesynonymni
variantu. Detekovali jsme vSak pét synonymnich variant: p.N82N, p.H86H, p.H142H,
p.A416A, p.L437L. Kromé¢ toho se ve vysetiované kohorté vyskytly ¢tyfi jednonukleotidové
intronové zdmeény. Statistické analyza ukazala, Ze je alelicka frekvence intronovych variant
c.662-7C>T a ¢.955-38G>A vyznamné vyssi v kohorté pacientl s primarni hyperurikémii a
dnou v porovnani s alelickymi frekvencemi uvedenymi v datab4zich Ensembl a NCBI pro
evropskou populaci. Alelicka frekvence intronové varianty ¢.1598+254C>A je naopak

vyznamné niz§i ve vySetfované kohorté nez v evropské populaci.

4.2.4 Gen SLC2A49

V genu SLC249 jsme detekovali sedm nesynonymnich variant: p.A17T, p.G25R,
p.T275M, p.D281H, p.V282I, p.R294H a p.P350L. Ve vySetiované kohorté jsme dale
identifikovali pét synonymnich variant: p.L108L, p.T125T, p.I1681, p.L189L a p.S515S.
V nekddujici oblasti genu jsme nalezli 19 jednonukleotidovych zdmén, z nichz se 17 variant
nachazelo v intronovych oblastech ptiléhajicich k exonim a dvé varianty se vyskytovaly v 5’
nepiekladané oblasti (5’ UTR). Jedna z intronovych variant (konkrétn€ c¢.1002+68C>T) zatim
neni uvedena v databdzich Ensembl a NCBI. V intronové oblasti jsme také identifikovali
deleci c.63+18delT. Podle predik¢énich programl nemaji varianty p.A17T, p.G25R, p.T275M,
p-V282I a p.P350L poskozujici vliv na funkci proteinu. U variant p.D281H a p.R294H se
hodnoceni mezi jednotlivymi programy lisi.

Statistickou analyzou jsme zjistili, Ze nasledujici varianty maji signifikantné vyssi

alelickou frekvenci ve vySetfované kohorté v porovnani s evropskou populaci: p.L108L,
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p.T125T, p.L189L, ¢.151-60T>C, ¢.249+35C>T, ¢.249+119G>A, ¢.250-40A>G,
c.410+49A>G, c.1002+72G>A, ¢.63+18delT a c.-40-45G>A. Naopak tyto varianty maji dle
vysledku binomického testu signifikantné vyssi alelické frekvence v evropské populaci nez

v kohort¢ pacientll s hyperurikémii a dnou: p.V282I, p.A17T, ¢.535+67A>G, c.1002+78A>G,
c.1113+9A>C a c.-40-13T>C.

4.2.5 Gen SLC22A11

V genu SLC22A411 jsme detekovali dvé vzacné nesynonymni varianty, konkrétné
p.-V202M a p.R343L. Kromé¢ toho jsme ve vysetiované kohort¢ zjistili pfitomnost dvou
vzacnych synonymnich variant p. T110T a p.L496L. V kohorté se vyskytla také jedna vzacna
intronova varianta c.1589+54T>A a dv¢ Casté intronové varianty ¢.497+85A>G a
c.1058+53A>C.

Podle programu SIFT je varianta p.V202M poskozujici, zatimco podle ostatnich
pouzitych programil je benigni. Varianta p.R343L je mozna poSkozujici podle hodnoceni
programu PolyPhen a poskozujici podle programu Provean.

Intronové varianty ¢.497+85A>G a ¢.1058+53 A>C maji signifikantné nizsi vyskyt ve
vySetfované kohorté v porovndni s alelickymi frekvencemi evropské populace. U variant
p.V202M , p.T110T, p.L496L a c.1589+54T>A je v databazich Ensembl a NCBI uvedena
nulova alelicka frekvence, takze neni ptekvapivé, ze byl vyskyt té€chto variant v kohorté
pacientl s primarni hyperurikémii a dnou oznacen binomickym testem jako statisticky

signifikantni.

4.2.6 Gen SLC22A413

V kohorté jsme detekovali dvé vzacné nesynonymni varianty, u dvou pacientl to byla
varianta p.R16H a u jednoho pacienta varianta p.R102H. V kédujici sekvenci jsme déle
identifikovali dv€ synonymni varianty, jednu ¢astou p.A53A a jednu vzacnou p.P186P.
V nekddujici Casti sekvence jsme nalezli Sest intronovych variant, z nichZ varianta
c.1346+141G>A neni doposud uvedena v databazich Ensembl a NCBI. Zadna z
nesynonymnich variant v genu SLC22413 nema dle pouZitych predikénich programi
negativni dopad na funkci proteinu. Ve vysetfované kohorté se vzdy u jednoho pacienta
vyskytly intronové varianty ¢.1346+164G>A a ¢.1346+208C>T, jejichz alelicka frekvence
v evropské populace je nulova. Binomicky test tedy ukdzal predpokladany vysledek, ze je

jejich vyskyt ve vySetfované kohort¢ statisticky vyznamny.

4.2.7 Gen SLC17A41

V koédujici ¢asti genu jsme detekovali pouze jednu variantu p. T2691. Predikénimi
programy jsme dosli k jednotnému vysledku, Ze je varianta p.T2691 benigni, coZ se dalo
predpokladat vzhledem k jejimu ¢astému vyskytu (MAF v evropské populaci je 0,565).
Signifikantné nizsi alelicka frekvence v nasi kohort€ byla zjisténa u ¢ty variant, konkrétné u
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p.T2691, c.1269+61A>G, c.1179-111C>T a ¢.*2+79C>T. Prekvapivé velky rozdil v alelické
frekvenci je piedev§im u varianty ¢.1269+61A>G (MAF v kohort¢ pacientti 0,037 versus
MAF v evropské populaci 0,954).

4.2.8 Gen SLC17A43

V kohort¢€ pacientii s hyperurikémii a dnou se vyskytly dvé ¢asté nesynonymni
varianty p.A100T a p.G279R a dale jedna bézna synonymni varianta p.S448S. Ze sedmi
detekovanych intronovych variant byly dvé casté. Podle vysledkt predikénich programii nema
ani jedna ze dvou identifikovanych nesynonymnich variant negativni dopad na funkci
proteinu. U dvou pacientl byla detekovana heterozygotni intronova varianta ¢.625+46C>T,
ktera ma dle databazi nulovou alelickou frekvenci v evropské i v celosvétové populaci. Neni
tedy prekvapivé, ze dle vysledkii binomického testu je vyssi vyskyt této varianty v kohorté

pacientil s hyperurikémii a dnou statisticky vyznamny.

4.2.9 Gen SLC2246

V kohorté jedincii s hyperurikémii a dnou jsme identifikovali pouze jednu vzacnou
nesynonymni variantu p.P104L. Dv¢ Casté synonymni varianty p.P84P a p.P117P se vyskytly
vzdy soucasné (zadny pacient nemél pouze jednu z téchto variant). Kromeé toho jsme u
jednoho pacienta nasli vzacnou synonymni variantu p.Y111Y. Dale jsme detekovali tfi ¢asté a
Sest vzacnych intronovych variant. Intronova varianta ¢.797+8G>A se nachazi v oblasti, ktera
ma vliv na sestfih proteinu. /n silico predikce naznacuje, Ze ma varianta p.P104L negativni
dopad na funkeci proteinu.

Binomicky test odhalil u péti vzacnych variant statisticky vyznamnou vyssi alelickou
frekvenci v porovnani s evropskou populaci. Konkrétné se jedna o varianty p.Y111Y,
c.797+8G>A, ¢.798-57C>G, ¢.921+33C>T a ¢.922-28G>A. Naopak signifikantné nizsi byla

alelicka frekvence u Casté intronové varianty c.1362-172T>C.

4.2.10 Gen SLC22A48

V genu SLC22A48 jsme detekovali tfi vzacné nesynonymni jednonukleotidové varianty
p-R149C, p.V4481 a p.R513G. V analyzovanych vzorcich se dale vyskytovaly tfi synonymni
jednonukleotidové zamény, z nichZ se p.L317L vyskytuje vzacné, p.T241T se vyskytuje
bézné a alelicka frekvence pro variantu p.P51P se znacné 1i§i mezi evropskou a celosvétovou
populaci. V kohorte jsme dale detekovali dve ¢asté intronové varianty ¢.437+79G>C a
c.1326-62G>A. U jednoho pacienta byla nalezena jednonukleotidova intronova zaména
¢.728+133T>C, kterd dosud neni uvedena ve vefejné dostupnych databazich NCBI a
Ensembl. V kohorté byla detekovéana také intronova varianta c.1326-4G>A, ktera zfejmé vede
k alternativnimu sesttihu.

Ze tii nesynonymnich jednonukleotidovych variant ma dle vSech predik¢nich

programt negativni dopad na funkci proteinu varianta p.R149C. Binomicky test ukazal, ze
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vyskyt velmi vzacnych variant p.R149C a c.1326-4G>A ve vySetiované kohorté je statisticky
vyznamny v porovnani s alelickymi frekvencemi v evropské populaci, které jsou podle

dostupnych databazi rovny nule.

5. Diskuze

Sekvenacni analyzou a naslednym hodnocenim variant v genech ABCG2, ABC(4,
SLC22A412, SLC2A49, SLC22A411, SLC22A413, SLC17A1, SLC17A43, SLC2246 a SLC22A48 se
nam podafilo nejen identifikovat varianty, které jsou pravdépodobné asociovany s primarni
hyperurikémii a dnou, ale 1 varianty, které pravdépodobné¢ snizuji riziko tohoto onemocnéni.

Nasledujici tabulka shrnuje genetické varianty, které jsou signifikantné asociované
s hyperurikémii, dnou, nebo naopak se snizenim rizika vzniku dny. Jsou v ni uvedeny pouze
varianty v genech ABCG2, SLC22A412, SLC2A9, SLC22A411, SLC17A1 a SLC22A48, jelikoz
v genech ABCC4, SLC22A413, SLC1743 a SLC2246 nema dle literatury a ani dle nasich
zaveért zadny z polymorfismi, které jsme identifikovali v kohorté pacientd s primdrni
hyperurikémii a dnou, dopad na hladinu kyseliny mocové.

Pro lepsi ptehlednost je asociace se dnou a s hyperurikémii ve sloupci ,,V1iv na vznik
hyperurikémie a dny* vyznacena okrové, zatimco spojitost se snizenym rizikem dny modte.
Ve dvou ptipadech je dand varianta podle jedné studie spojend s hyperurikémii a podle jiné
studie naopak riziko dny snizuje (vyznaceno zelen¢), takze jsou v odkazech na literaturu
uvedeny ob¢ studie s protichiidnymi zavéry. V ostatnich ptipadech je uveden pouze jeden
¢lanek, 1 kdyZ je k dané varianté k dispozici vice odbornych studii se shodnymi zavéry (ty
jsou uvedeny v piisluSném oddile v diskuzi).

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

v porovnani s evropskou populaci je vyznacen okrove a nizs§i MAF modre.

Tabulka 5.1 - Prehled genetickych variant vyznamné ovliviiujicich hladinu kyseliny mocové

Referenéni Zm'ena . . . Vysledky
« . proteinové Vliv na vznik . . ) . .
Gen oznaceni PN A binomického | Odkaz v literatuie
variant nebo kodujici hyperurikémie a dny testu
y sekvence
. . signifikantné
ABCG?2 rs2231137 p.Vi2M snizuje riziko vzniku dny mizsi MAF (Yuetal. 2017)
s signifikantné (Dehghan et al.
ABCG?2 rs2231142 p.Q141K asociovana s dnou i NIAR 2008)
ABCG2 | rs372192400 R147w | Pravdepodobné asociovdna | signifikantng | . o4, o a1 2019)
p- s hyperurikémii a dnou vyss§i MAF Y )
pravdépodobné asociovana | signifikantné
ABCG2 | rs753759474 p.T153M Sl o G vy MAF (Toyoda et al. 2019)
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pravdépodobné asociovana | signifikantné
ABCG2 |rs752626614 p.F373C Y vy MAF (Toyoda et al. 2019)
pravdépodobné asociovana | signifikantné
ABCG2 |rs769734146 p.T434M P pyn vy MAF (Toyoda et al. 2019)
pravdépodobné asociovana | signifikantné
ABCG?2 N/A p.S476P P L vy MAF (Toyoda et al. 2019)
pravdépodobné asociovana | signifikantné
ABCG2 | rs200894058 p.S572R s et o (in vy3s MAF (Toyoda et al. 2019)
ABCG2 | rs4148152 | ¢203436A>G | snizuje riziko vzniku dny | Sehifikantng (Yu etal. 2017)
nizsi MAF
ABCG2 | rs2231148 | c.1195-60A>T | snizuje riziko vzniku dny | SSMOKaNmE |y i 2017
niz§si MAF
ABCG2 | rs2231156 | c.1492+49G>T asociovéna s dnou signifikantn® 1 o 41 2017)
vyssi MAF
ABCG2 | rs2231164 | c.1738-46G>A | snizuje riziko vzniku dny | Sehifikantng (Yu etal. 2017)
niz§i MAF
bez
SLC22A412 | rs3825017 p-N82N asociovana s hyperurikémii | signifikantniho (Cho et al. 2015)
rozdilu
. et bez
SLC22412 | 153825016 p.H86H molfna;i‘;icﬁ‘gnai‘;a s signifikantniho |  (Sun et al. 2015)
My rozdilu
bez (Torres et al. 2014;
SLC22412 | rs11231825 p-H142H zavery studii se rizni signifikantniho ’ ’
, Duong et al. 2019)
rozdilu
bez
SLC22412 | rs7932775 p-L437L asociovana s hyperurikémii | signifikantniho (Lietal. 2010)
rozdilu
. . signifikantné
SLC249 | rs16890979 p- V2821 snizuje riziko vzniku dny 5 MAF (Meng et al. 2015)
bez
SLC249 | rs3733591 p.R294H asociovana s dnou signifikantniho (Tu et al. 2010)
rozdilu
bez (Sarzynski et al
SLC249 | rs13113918 p.L108L asociovana s hyperurikémii | signifikantniho 2y 012) '
rozdilu
bez
SLC249 | rs3733589 p.1168I asociovana s dnou signifikantniho (Lietal. 2012)
rozdilu
., ., ., | signifikantné (Bhatnagar et al.
SLC2A49 | rs13125646 p-L189L asociovana s hyperurikémii vy&&i MAF 2016)
SLC249 | rs3733590 | c.535+67A>G | asociovéna s hyperurikémii | SSPAfKantmé | o ot al 2018)
niz§i MAF
SLC22411 | 152277312 | c.497+85A>G [oZNa asoclace signifikantné | 530 001 2016)
hyperurikémii niz§i MAF
sionifikantné (Hollis-Moffatt et al.
SLCI17A41 | rs1165196 p-T2691 zavery studii se rizni g 2012; Wan et al.
niz§i MAF
2015)
mozna asociace s signifikantné
SLC2248 | rs45566039 p.R149C e vyssi MAF (Erdman et al. 2006)
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Diskuze k soué¢asnému vyskytu variant ovliviiujicich hladinu kyseliny mocové

Zatim jsme diskutovali vliv jednotlivych genetickych variant na vznik hyperurikémie a
dny, tedy bez zavislosti na dalSich polymorfismech u daného pacienta, at’ uz se vyskytuji ve
stejném nebo jiném genu. Dulezita otazka vsak je, jaky dopad ma kombinace riznych variant
asociovanych se zvySenym nebo naopak se snizenym rizikem dny u jednoho pacienta. Zda se,
ze vzacné nesynonymni varianty v genu ABCG2 vedou k rozvoji té¢zké dny, kterd nemiize byt
vyvazena protektivnimi variantami ve stejném a ani v jiném genu. K zadvaznému onemocnéni
vede také kombinace p.Q141K v genu ABCG?2 spolu s dalsi variantou ve stejném nebo jiném

genu, kterd je asociovana s hyperurikémii a dnou.

6. Zavér

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

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

V genu SLC22A412 jsme zachytili vyskyt ¢tyf synonymnich variant (p.N82N, p.H86H,
p.-H142H, p.L437L), které jsou dle odborn¢ literatury asociované s hyperurikémii, ale v nasi
kohort€ se tato spojitost nepotvrdila (Li et al. 2010; Torres et al. 2014; Cho et al. 2015; Sun et
al. 2015). Stejna situace nastala i u ¢tyf dalSich variant v genu SLC249 (p.R294H, p.L108L,
p.11681, ¢.535+67A>G) a u jedné varianty v genu SLC22411 (c.497+85A>G) (Tu et al. 2010;
Liet al. 2012; Sarzynski et al. 2012; Giri et al. 2016; Zhang et al. 2018). K nesynonymni
varianté p.T2691 v genu SLC17A41, kterou jsme identifikovali v nasi kohorté&, jsou k dispozici
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odli$né zavéry odbornych studii. Podle nekterych je p.T269I asociovana s hyperurikémii a
dnou (Hollis-Moffatt et al. 2012; Urano et al. 2013; Torres et al. 2014; Chiba et al. 2015).
Podle dalsi studie je naopak asociovana se snizenym rizikem vzniku dny, ¢emuz by
odpovidala i nase data (Wan et al. 2015). V genech ABCC4, SLC22A413, SLC1743 a SLC2246
jsme neidentifikovali zddnou genetickou variantu, kterd by dle nasich vysledkt ¢i zavéra

odbornych studii byla asociovana s hyperurikémii a dnou.
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