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Abstrakt

Primarni hyperurikemie, jako stav zvySené hladiny sérové kyseliny mocové, je
zplsobena rozlicnymi faktory a nutné predchazi formé zanétlivé artritidy oznacované
jako dna. Kyselina mocova je findlnim produktem katabolismu purind a pro svij
transport vyZaduje specializované proteiny. Patogenni varianty v genech pro tyto
transportni proteiny mohou mit zasadni negativni dopad na jejich funkci, a tim
ovliviiovat vysledné hladiny sérové Kkyseliny mocové. Chronicky zvySené hodnoty
kyseliny mocové ovSem nejsou jedinou predispozici k rozvoji dny. Roli v progresi
onemocnéni pravdépodobné hraji dalsi faktory, jako napr. epigenetické mechanismy Cci
vrozené predispozice k zanétlivym staviim, zpusobenym dysregulaci imunitniho
systému.

Cilem prace byla analyza poskozujicich variant v genech pro vyznamné uratové
reabsorpci kyseliny mocové a tim prispét ke vzniku primarni hyperurikemie, potazmo
dny, nebo vzacné dédi¢né renalni hypourikemie. Dalsi oblasti zajmu byly cirkulujici
miRNA v plazmé pacientt s primarni hyperurikemii, dnou a dnavou atakou.

V genu ABCGZ2 jsme identifikovali a funk¢né charakterizovali pres deset vzacnych
nesynonymnich variant. VétSina z téchto variant méla negativni dopad na expresi,
lokalizaci nebo funkci proteinu. Dale jsme v kohorté pacientl s primarni hyperurikemif a
dnou potvrdili vyznam casto se vyskytujici rizikové varianty p.Q141K a nase vysledky
ukazaly, Ze pritomnost varianty signifikantné prevySuje nékteré ostatni rizikové faktory
(vék, nadvaha, vysoké hodnoty C-reaktivniho proteinu) spojované s hyperurikemii a
dnou.

V genech SLC22A12 a SLCZ2A9 jsme nalezli synonymni a intronové varianty
spojené s hyperurikemii a dnou. V genu SLC22A12 jsme obijevili a funkcné popsali novou
kauzalni variantu pro renalni hypourikemii typu 1. V kohorté romskych pacienti a jejich
rodinnych prislusniki jsme odhalili ndsobné vyssi frekvenci dvou patogennich variant v
genu SLC22A12, které jsou v béZné populaci extrémné vzacné.

Zjistili jsme signifikantné zvySenou expresi péti miRNA v plazmé pacientl s
hyperurikemii, dnou nebo pacienti v dnavé atace v porovnani s normourikemickou
kontrolni skupinou. Zadna ze sledovanych miRNA se ale signifikantné nelisila mezi
jednotlivymi skupinami pacientli, nepodarilo se ndm tedy najit vhodny biomarker
progrese onemocnénti.

Genetickeé faktory hraji zasadni roli v patogenezi primarni hyperurikemie a dny i
dédicné renalni hypourikemie. U pacientli s rodinnou anamnézou dny miiZe geneticka
analyza predikovat rozvoj onemocnéni. U pacientli s hypourikemii mtize byt geneticka
analyza zasadni v urceni diagn6zy dédi¢né renalni hypourikemie.



Abstract

Primary hyperuricemia, as a condition of elevated serum uric acid levels, is
caused by various factors and necessarily precedes a form of inflammatory arthritis
referred to as gout. Uric acid is the end product of purine catabolism and requires
specialized proteins for its transport. Pathogenic variants in the genes for these
transport proteins can have a major negative impact on their function, thereby affecting
the resulting serum uric acid levels. However, chronically elevated uric acid levels are
not the only predisposition to the development of gout. Other factors, such as epigenetic
mechanisms or genetic predispositions to inflammatory conditions caused by immune
dysregulation, are likely to play a role in disease progression.

The aim of the study was to analyse damaging variants in genes for important
urate transporters ABCG2, SLC22A12 and SLCZA9, which may cause impaired excretion
or reabsorption of uric acid and thus contribute to the development of primary
hyperuricemia and gout, or rare hereditary renal hypouricemia. We also focused on
circulating miRNAs in the plasma of patients with primary hyperuricemia, gout and gout
attack.

We identified and functionally characterized over ten rare nonsynonymous
variants in the ABCG2 gene. Most of these variants had a negative impact on protein
expression, localization or function. Furthermore, in a cohort of patients with primary
hyperuricemia and gout, we confirmed the importance of the frequently occurring risk
variant p.Q141K, and our results showed that the presence of the variant outweighed
several other risk factors (age, overweight, higher C-reactive protein levels) associated
with hyperuricemia and gout.

We found synonymous and intronic variants in the SLC22A12 and SLC2A9 genes
associated with hyperuricemia and gout. We discovered and functionally described a
novel causal variant for renal hypouricemia type 1 in the SLC22A12 gene. In a cohort of
Roma patients and their family members, we detected a multifold higher frequency of
two pathogenic variants in the SLC22A12 gene that are extremely rare in general
population.

We found significantly increased expression of the five miRNAs in the plasma of
patients with hyperuricemia, gout, or in patients during gout attack compared with a
normouricemic control group. However, none of the observed miRNAs differed
significantly between patient groups. Thus, we were unable to find a suitable biomarker
of disease progression.

Genetic factors play a major role in the pathogenesis of primary hyperuricemia
and gout as well as hereditary renal hypouricemia. Genetic analysis may predict the
development of the disease in patients with a family history of gout. In patients with
hypouricemia, genetic analysis may be essential in establishing the diagnosis of
hereditary renal hypouricemia.



1. Uvod

1.1. Kyselina mocova

Kyselina mocova se vyskytuje v lidském téle jako konecny metabolit pfi
degradaci purint. Kyselina mocova je syntetizovana piredevsim v jatrech a vylu¢ovana je
ze dvou tretin ledvinami a z jedné tretiny gastrointestindlnim traktem. Referencni
hodnoty kyseliny mocové v séru (sKM) se obecné uvadéji v rozmezi 120-340 pmol/l pro
Zeny a déti a 120-420 pmol/l pro muze. Stav, kdy ma jedinec niz$i hodnoty sKM, se
oznacuje jako hypourikemie, naopak pri hladinach vyssich mluvime o hyperurikemii.
Molekuly uratu vyzaduji pro svij transport specifické transmembranové proteiny. Tyto
proteiny se dle své funkce déli na reabsorpc¢ni a exkrecni (sekrecni). VétSina z nich se
nachazi na apikalni strané proximdalnich ledvinnych tubulfi, dal$i jsou na strané
bazolateralni a nékteré z nich jsou exprimovany i ve strevni tkani [1].

1.2. Uratovy transport

Mezi nejvyznamnéjsi proteiny podilejici se na transportu uratu patri ABCG2,
URAT1 a GLUTOY. Protein ABCG2 je exprimovan ve tkani ledvin, streva, jater, dale v
endotelu mozkovych kapilar, kde je soucasti hematoencefalické bariéry [2], nebo napft. v
placenté, kde slouzi k ochrané plodu pred negativnim dopadem xenobiotik [3].
Schopnost prenosu uratu byla objevena diky celogenomové asocia¢ni studii, hledajici
lokusy asociované s koncentraci kyseliny mocové a dnou, kde byla charakterizovana
varianta p.Q141K [4], ktera ma zasadni dopad na schopnost prenosu uratu [5]. URAT1 je
prvnim popsanym uratovym transportérem [6] a je exprimovan pouze v ledvinach,
konkrétné na apikalni membrané proximalnich tubulli, kde se podili na reabsorpci
uratu. Protein GLUT9 slouzi k transportu uratu, a podili se tak na koncentraci sérové
kyseliny mocové [7]. Vyskytuje se ve dvou isoformach, které se od sebe liSi rozdilem 29
aminokyselin, sloZenim aminokyselin na N-konci a lokalizaci, kdy jedna z isoforem je
pravdépodobné exprimovana na bazolaterdlni a druha na apikidlni membrané
proximalnich ledvinnych tubulti [8,9].

1.3. Poruchy uratového transportu

Rendlni hypourikemie je hereditarni heterogenni onemocnéni ledvin, pti kterém
dochazi k vyznamnému poklesu hladin kyseliny mocové v séru (vyznamné pod 120
umol/1) a ndsobnému zvySeni frakéni exkrece kyseliny mocové. Toto onemocnéni je
¢asto asymptomatické, u nékterych jedincti ovSem muze vést k zadvaznym komplikacim,
jako jsou nefrolitidza, urolitidza ¢i akutni selhani ledvin. Pfi¢inou tohoto onemocnéni
jsou poruchy reabsorpcnich transportéri URAT1 (gen SLC22A12) a GLUT9 (gen
SLC2A9).

Hyperurikemie je stav zvySené hladiny sérové kyseliny mocové, s hodnotami vice
nez 420 pmol/l pro muZe a vice nez 340 umol/l v piipadé Zen a déti. V 90 % pripadi je
pri¢inou nedostatecna exkrece Kyseliny mocové, v 10 % piipadl je zpisobena jeji
nadmérnou produkci. Priinou nedostateCné exkrece je pravé porucha v uratovém
transportu, kterd je geneticky podminénd poskozujicimi variantami v genech pro
proteiny uratového transportu. Pri dlouhotrvajici hyperurikemii mtize dojit k progresi
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do stavu dnavé artritidy, nicméné novozélandskd epidemiologickd studie uvadi, Ze
kumulativni incidence dny je u dlouhodobé sledovanych pacientii s vysokymi hodnotami
sKM (= 590 pmol/1) 49 %, z cehoZz vyplyva, Ze hyperurikemie je sice nutnym
predpokladem dny, ale podstatnou roli hraji jeSté dalsi faktory [10]. Presny
mechanismus tohoto jevu dosud neni zcela objasnén, predpokladd se vliv mnoha

MV

1.4. Primarni dna

Dna je zanétlivé onemocnéni postihujici primarné klouby. Typicky se projevuje
jako akutni artritida metatarsofalangealniho skloubeni palce nohy. K zanétlivé reakci
dochazi pri imunitni odpovédi na krystaly uratu, které se pri dlouhotrvajici
hyperurikemii usazuji ve tkani. Prvnim staddiem dny je obdobi asymptomatické
hyperurikemie, které miize prejit do stadia akutniho dnavého zachvatu. Nasleduje
interkriticka faze dny, ¢imZ je oznacovano obdobi mezi jednotlivymi dnavymi zachvaty.
Poslednim staddiem je chronicka faze tofézni dny, kdy se ukladaji depozita uratovych
krystali do tkani, ktera jsou nazyvana jako tofy. Prechod z asymptomatické
hyperurikemie do dny je charakterizovan prvnim dnavym zachvatem. Dna je
onemocnéni, jehoz vznik ovliviiuje celd rada faktorl. Genetické predispozice jedince
ovliviiuji sérovou hladinu kyseliny mocové priblizné ze 30-60 % [11-13]. Existuje velké
mnozstvi gent, které se podili na patofyziologii dny.

Gen ABCGZ kéduje stejnojmenny protein ABCG2. Pozornost v souvislosti se dnou
se tomuto genu dostala v roce 2008, kdy byla provedena celogenomova asocia¢ni studie,
ktera odhalila tri genové lokusy souvisejici s hladinou kyseliny mocové a dnou. Jednalo
se o lokusy v genech ABCGZ2, SLC2A9 a SLC17A3 [4]. Pravé jiz diive zmiinovana
nesynonymni varianta p.Q141K (rs2231142) v genu ABCG2 byla i pozdéji v mnoha
studiich opakované potvrzena jako rizikova pro rozvoj dny. V porovnani s wild-type
genotypem pritomnost této varianty, zplisobujici zdménu p.Q141K, vede ke sniZeni
transportu uratu o 53 % [5]. Frekvence minoritni alely (MAF) se li8i napfi¢ populacemi,
v evropské populaci je 9,4 %, vyrazné castéji se pak vyskytuje ve vychodoasijské
populaci s frekvenci 29,1 %, celosvétové pak s frekvenci 11,9 % (dle databaze Ensembl
[14]). Zaména p.Q141K se nachazi v ATP-vazebné doméné transportéru ABCG2,
zpusobuje jeji nestabilitu a také snizenou expresi proteinu [15]. Dalsi béZnou variantou
v ABCG2 je nesynonymni varianta p.V12M (rs2231137) s hodnotou MAF 6,1 % pro
evropskou populaci a 15,8 % celosvétové. Tato varianta ma na zakladé metaanalyzy
zahrnujici nékolik rtiznych populaci protektivni efekt proti vzniku dny [16], ackoliv
nebyl prokazan funkéni vliv této varianty na uratovy transport [17]. Posledni Castou
variantou spojovanou s rizikem dny je varianta vedouci k predcasnému vzniku
terminacniho kodonu p.Q126X (rs72552713), ktera je béZna v japonské populaci, s MAF
2,4 % [17]. Populacni atributivni riziko béZzné se vyskytujicich dysfunké¢nich variant v
ABCG2 prispivajicich k hyperurikemii je pres 29 %, coZ je vice, neZ kolik predstavuji
ostatni rizikové faktory [18]. Diilezité jsou ovSem i vzacné nesynonymni varianty, které
se vyskytuji s frekvenci mensi nez 0,1 % a vyznamné se podili na nachylnosti jejich
nositel ke vzniku dny. Funkéni analyza téchto variant (p.R147W, p.T153M, p.K360del,



p.F373C, p.T421A, p.T434M, p.S476P, p.S572R, p.D620N) potvrdila jejich diileZitost a
vliv, nebot pritomnost variant ma dopad na expresi proteinu, membranovou lokalizaci a
uratovy transport [19]. BéZné a vzacné varianty jsou nezavisle spojeny s rizikem dny,
proto je dilezité vyhodnocovat rizika rozvoje tohoto onemocnéni u kazdého pacienta
individualné se znalosti jeho konkrétniho genotypu [17].

Gen SLC22A12 kéduje protein URAT1. Varianty v genu SLC22A12 mohou vést k
renalni hypourikemii typu 1 [20-23]. Byly nalezeny i varianty asociované s primarni
hyperurikemii [24] a dnou [25], ale i varianty protektivni proti hyperurikemii a dné -
p.R90H (rs121907896) a p.W258X (rs121907892) [26], coZ doposud nebylo prokazano
ve funkénich studiich.

Gen SLCZ2A9 kéduje protein GLUTO. Varianty v genu SLCZA9 ovliviiuji uratovou
reabsorpci a mohou zpiisobovat renalni hypourikemii typu 2 [23,27]. Existuji i studie,
které uvadi spojitost variant v genu SLC2A9 s hyperurikemii a dnou [28], nicméné
funkéni analyza neprokazala vliv téchto variant na expresi, lokalizaci ¢i uratovy
transport [29]. Varianty v genu SLC2A9 vysvétluji 3 % variance v hladinach sKM [30].

Vysledny fenotyp jedince neni urCovan pouze kombinaci jednotlivych gent a
jejich alteracemi. DalS$im vyznamnym faktorem jsou epigenetické zmény, které mohou
vyznamné modifikovat genom. JelikoZ variabilita progrese dny i samotné zanétlivé
reakce pri dnavé atace je zatim velkou nezndmou, vznikaji hypotézy, které poukazuji na
roli epigenetickych faktorti. Do popredi téchto studii se dostaly v posledni dobé hojné
studované microRNA.

Prvni studie, ktera se zabyvala roli miRNA u dny, se zaméftila na zanétlivou reakci
pii akutni dnavé atace. Ukazalo se, Ze v mononuklearnich bunkach pacienti s akutni
dnou byla zvySena exprese miR-155. RovnéZz vystaveni bunék uratovym krystalim
zvySovalo expresi miR-155. To dale vedlo ke sniZeni hladin proteinu SHIP-1, ktery je
znamy jako negativni regulator proliferace, a zvysSeni hladin prozanétlivych cytokinti
[31]. Dalsi obdobna studie prokazala zvysSeni hladiny miR-146a indukovanou uratovymi
krystaly. Nadmérna exprese miR-146a nasledné potlacovala expresi prozanétlivych
cytokint IL-1f, pro-IL1{, TNFa, MCP-1 a IL-8 [32]. Diilezitost miRNA v regulaci NLRP3
inflamazomu shrnuje i recentni review, ktera uvadi pres dvacet miRNA podilejicich se na
tomto procesu [33]. Nedavna studie popsala funkci miR-3146 u akutni dnavé ataky, kdy
tato miRNA byla zvySend v neutrofilech u pacienti se dnou a zpiisobovala tvorbu
neutrofilnich extracelularnich pasti, které u dny zvysuji zanétlivou reakci [34].

DalSim cilem miRNA, kromé mRNA, které jsou exprimovany pri zanétlivé reakci u
dny, mohou byt i mRNA samotnych uratovych transportéri. Velmi zajimavé vysledky
prinesla studie, ktera se zabyvala vlivem varianty p.Q141K v genu ABCG2 na zménu RNA
inhibice prostrednictvim miRNA. Pritomnost této varianty usnadiuje a zvySuje
translacni represi pomoci miRNA [35]. U miR-34 bylo popsano, Ze ptimo cili na mRNA
genu SLC22A12, jenz koéduje transportér URAT1 [36]. MiR-143-3p byla u pacientt s
hyperurikemii sniZena a bylo prokazano, Ze primym cilem této miRNA je mRNA
uratového transportéru GLUT9 [37].



Mimo vySe zminéné cile mohou miRNA zasahovat a ovliviiovat také
metabolismus kyseliny mocové. U miR-448 bylo zjiSténo, Ze miZe inhibovat expresi
genu pro xantinoxidazu [38].

Podle recentni GWAS studie by miRNA mohly hrat roli v nedostatecné
objasnéném rozvoji dny z asymptomatické hyperurikemie. Tato studie objevila tii
genetické lokusy, pricemz jednim z nich byl i rs9952962 blizko genu pro miR-302f, které
byly asociované se zanétem vyvolanym uratovymi krystaly [39].

2. Hypotézy a cile prace

1. Zjistit, zda existuji kauzalni varianty v genech ABCGZ2, SLC22A12 a SLC2A9,
které by zvySovaly riziko rozvoje onemocnéni nebo progrese onemocnéni
z asymptomatické hyperurikemie do dny.

2. Zjistit, zda existuji rozdily v hladinach cirkulujicich miRNA v plazmé
pacientd s primarni hyperurikemii, dnou a pacientli v dnavé atace ve
srovnani s normourikemickou kohortou.

Dil¢i cile
- Identifikovat kauzdlni varianty pro rendlni hypourikemii v genech
SLC22A12 a SLC2A09.

- Analyzovat frekvenci variant podminujicich renalni hypourikemii typu 1 u
pacientii z romské populace.

3. Material a metodika

3.1. Izolace DNA/RNA

DNA byla izolovana ze vzorki periferni krve, ktera byla odebirana do zkumavek s EDTA,
pomoci kitu ExgeneTM Blood SV mini (GeneAll), ktery je zaloZen na principu purifikace DNA
pres kiemicCitou membranu v kolonce. Dalsi moznosti byla izolace pro vyssi vytézky DNA za
pouziti QIAamp DNA Mini Kitu (Qiagen) zalozeného na klasické fenol-chloroformové metodé.

RNA pro miRNA analyzu byla izolovana z plazmy pacientti uchovavané v —-80 °C pomoci
miRNeasy Serum/Plasma Kitu (Qiagen). Principem tohoto kitu je kombinace Trizolu a
kiemicitych kolonek. Nasledné byla provedena reverzni transkripce vyizolované RNA za pouziti
TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kitu (ThermoFisher), ktera se sklada ze 4 krokd:
pridani poly(A) sekvence na 3' konec, piidani adaptorové sekvence na 5' konec, reverzni
transkripce do cDNA a miRNA amplifikace.

3.2. PCR

Pred sekvenovanim byla provedena polymerazova retézova reakce (PCR). Pro kédujici
sekvence analyzovanych gend byly navrzeny specifické primery. Pro jednotlivé exony byly dale
optimalizovany teploty reakce, predevsim pro krok nasedani (annealing) primerd. NamnozZené
useky DNA byly na zavér ovéireny pomoci elektroforézy. Poslednim krokem pied sekvenacni
reakci bylo precisténi PCR produktd pomoci Presto 96 Well PCR Cleanup Kitu (Geneaid).



3.3. Sangerova metoda sekvenovani

Sekvenacni reakce je modifikovand PCR reakce, kdy dochdzi k namnoZeni rizné
dlouhych useki zakoncenych fluorescencné znacenymi ddNTPs. K sekvenacni reakci byl pouzit
jeden specificky primer a BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher).
Samotné sekvenovani bylo provedeno na ctyikapilarnim sekvenatoru Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer (ThermoFisher).

3.4. ARMS metoda

Zkratka ARMS vyjadruje amplifikacni refrakéni mutacni systém, jednd se o
modifikovanou PCR, kdy se vyuziva dvou para specifickych primerd, jejichz produkty se 1isi v
ptipadé ne/ptitomnosti sledované nukleotidové zameény. Tuto metodu jsme vyuZivali pro
zjisténi genotypu u vzorki z kontrolni skupiny.

3.5. qPCR

Metoda kvantitativniho PCR umoznuje sledovat kvantitativni nartst produktu v cCase,
proto je také nékdy oznacCovana jako real-time PCR. V nasem ptipadé byla tato metoda vyuzita
pro kvantifikaci miRNA, a pro kazdou miRNA byly pouzity specifické sondy TagMan™ Advanced
miRNA Assays (ThermoFisher). Kvantitativni PCR bylo provedeno na pristroji QuantStudio 7
Flex Real-Time PCR System (ThermoFisher).

3.6. Luminex

Pro zjisténi hladin 27 cytokinl (FGF, Eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-18, IL-1ra, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-1p,
PDGF-BB, RANTES, TNF-qa, VEGF) v plazmé pacientl byl pouzit Bio-Plex Pro™ Human Cytokine
27-plex Assay kit (Bio-Rad) a pristroj Bio-Plex 200 System (Bio-Rad), ktery funguje na principu
pratokové cytometrie.

3.7. Funkd¢ni studie

Nesynonymni varianty nalezené ve studovanych genech byly dale ovérovany ve
spolupraci s Prirodovédeckou fakultou UK a s japonskou University of Tokyo Hospital ve
funk¢nich studiich, aby se potvrdil jejich predpokladany dopad podle predikénich programt
(napft. SIFT a PolyPhen). Funkéni studie byly provadény na burtkdach HEK293A nebo oocytech
Xenopus laevis. Pomoci Klonovacich vektorl (plazmidi) byla provedena transfekce bunék, do
nichz byla vloZena mutantni (separatné pro jednotlivé varianty) a wild-type DNA (v piipadé
HEK293A) ¢i mRNA (v piipadé oocytl). Nasledné byla ovérena exprese proteinu metodou
Western blot. Imunocytochemickymi metodami byla poté detekovana lokalizace proteinu.
Schopnost pifenosu uratu byla sledovana za vyuziti radioaktivné znaceného uratu.

4. Vysledky

4.1. Funk¢ni analyza vzacnych variant v genu ABCG2
Cile prdce: Cilem studie byla funkcni charakterizace deviti vzacnych variant v genu
ABCG2 nalezenych u 250 pacient s primarni hyperurikemii nebo dnou.

Vysledky: V kohorté pacientli s primarni hyperurikemii a dnou bylo odhaleno celkem 11
nesynonymnich variant v genu ABCG2: béZné se vyskytujici varianty p.V12ZM
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(rs2231137) a p.Q141K (rs2231142) a vzacné varianty p.R147W (rs372192400),
p.T153M (rs753759474), p.F373C (rs752626614), p.T421A (rs199854112), p.T434M
(rs769734146), p.S476P (bez rs), p.S572R (rs200894058), p.D620N (rs34783571) a
tribazova delece p.K360del (rs750972998). VSechny vzacné varianty sniZovaly
proteinovou expresi ABCG2, nejvice p.R147W a p.S572R (sniZeni na <25 % oproti WT
(wild type)), tyto dvé varianty mély negativni vliv i na bunécnou lokalizaci. Proteiny s
témito variantami nebyly lokalizované na plazmatické membrané, coZ znemoznilo jejich
transportni funkci. Varianty p.T153M a p.F373C také sniZily expresi (na <50 % oproti
WT) a kvantitativné tak zhorSily transport uratu. Ze zbylych vzacnych variant mély
negativni dopad na funkci transportéru ABCG2 i varianty p.T434M a p.S476P. Varianty
p.T421A, p.D620N a p.K360del nemély signifikantni dopad na funkci proteinu ABCG2.

4.2. Dysfunkéni varianty v genu ABCG2 asociované s familiarni
hyperurikemii a casnym nastupem dny

Cile prace: Cilem studie bylo nalézt kauzalni dysfunk¢ni varianty v genu ABCGZ2 a
funk¢né je charakterizovat.

Vysledky: U 12leté pacientky romského etnika, ktera méla dlouhotrvajici
asymptomatickou hyperurikemii, byly nalezeny dvé vzacné varianty v genu ABCGZ v
heterozygotni formé - p.M131I (rs759726272) a p.R236X (rs140207606). Tyto varianty
byly nalezeny i u rodinnych prislusniki z mateiské linie. Obé varianty mély
signifikantné negativni dopad na funkci transportéru ABCG2, varianta p.M131I sniZovala
funkci na priblizné 14 %, zatimco varianta p.R236X na nulu.

4.3. Interakce varianty p.Q141K v genu ABCG2 s Klinickymi daty a
hladinou cytokinii u pacienti s primarni hyperurikemii a dnou

Cile prace: Cilem této studie bylo vyhodnotit podil vlivu rizikovych a genetickych
faktori (dysfunkcni alely p.Q141K) na rozvoj dny. Dal§im dil¢im cilem byla analyza 27
cytokinl, pricemz nas$i otazkou bylo, zda se jejich hladiny lisSi mezi jednotlivymi
diagnézami a jaky je vztah mezi hladinou cytokinii a pritomnosti rizikové varianty
p-Q141K, nebot tato varianta ma vliv na sniZeni exprese [15], zatimco nékteré cytokiny
mohou expresi zvySovat [40].

Vysledky: V nasi kohorté pacientl s hyperurikemii (MAF 21,3 %) a dnou (MAF 25 %)
byla varianta p.Q141K cetnéjSi ve srovnani s normourikemickou kontrolni skupinou
(MAF 7,1 %). Pacienti s hyperurikemii €i dnou byli starsi, méli vy$si hodnoty BMI i vyssi
hodnoty CRP. Avsak pacienti v nasi kohorté, kteri byli nositeli alely p.Q141K, byli mladsi
homozygotl pro variantu p.Q141K. Podobné také hodnoty BMI a CRP byly u pacienti
zatizenych rizikovou variantou niz$i nez u ostatnich pacientd. Hodnoty GFR
(glomerularni filtracni rychlost) byvaji u pacientli s hyperurikemii a dnou sniZené z
diivodu zhorsené funkce ledvin. Nicméné nositelé varianty p.Q141K méli tyto hodnoty
signifikantné vyssi. Neprokazali jsme Zadnou asociaci s pritomnosti varianty p.Q141K a
hladinou 27 vybranych cytokint. Nasli jsme pouze zvysSenou hladinu 11 z nich u
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pacientli v dnavé atace, coZ odpovida jejimu mechanismu, kterym je imunitni reakce na
uratové krystaly.

4.4. Hladiny nékolika cirkulujicich miRNA se 1liSi u pacienti s
hyperurikemii, dnou a pacienti v dnavé atace ve srovnani s normourikemickymi
kontrolami
Cile prdce: Nasim cilem bylo vytipovat a nasledné ovérit miRNA, které by se v plazmé
pacientli s hyperurikemii, dnou nebo dnavou atakou a u normourikemickych kontrol
signifikantné liSily a mohly by tak slouzit jako biomarker nastupu ¢i progrese
onemocnéni. Dale jsme také hledali spojitost s hladinami cytokini a
klinickymi/biochemickymi parametry.

Vysledky: Vysledkem nasi analyzy je pét miRNA (miR-17, miR-18a, miR-30c, miR-142 a
miR-223), jejichZ plazmatické hladiny byly zvySené u pacientii s primarni hyperurikemii,
dnou ¢i dnavou atakou ve srovnani se normourikemickymi kontrolami. Dale byla
nalezena negativni korelace mezi cytokinem MCP-1 a nékolika miRNA (miR-17, miR-30c,
miR-126, miR-142 a miR-223). Témér vSechny ze studovanych miRNA byly pozitivné
korelovany s hladinou CRP, ktery je ukazatelem akutni zanétlivé reakce. Pét miRNA bylo
pozitivné korelovdno s hladinou sérového kreatininu, tim padem zarovein negativné
korelovano s hodnotou odhadované GFR, ktera se ziskava vypoctem rovnice, ktera
zahrnuje vék, pohlavi a hladinu sérového kreatininu. Na zdkladé studie popisujici vliv
varianty p.Q141K v genu ABCG2 na usnadnéni posttranskrip¢ni regulace skrze miRNA
[35] jsme analyzovali souvislost mezi hladinami jednotlivych miRNA a pritomnosti
varianty p.Q141K u zkoumanych jedinci. Zddna signifikantni vazba mezi témito
parametry vSak nebyla nalezena.

4.5. Vliv variant v genech SLC2A9 a SLC22A12 na rozvoj hyperurikemie a
dny
Cile prdce: Cilem této prace byla sekvenace kédujicich oblasti genti SLC2A9 a SLC22A12,
identifikace jednotlivych variant a urceni jejich c¢etnosti v kohorté pacientl s primarni
hyperurikemii a dnou. Dale porovnani vyslednych dat s biochemickymi a klinickymi
parametry a konecné také srovnani ve vztahu k polymorfismim nalezenym v genu
ABCG2.

Vysledky: Bylo detekovano celkem sedm nesynonymnich variant v genu SLC2A9: p.G25R
(rs2276961), p.T275M (rs112404957), p.D281H (rs73225891), p.V282I (rs16890979),
p-R294H (rs3733591), p.P350L (rs2280205) a p.A17T (rs6820230) v druhé varianté
transkriptu. Dale bylo identifikovano pét synonymnich variant v genu SLC2A9: p.L108L
(rs13113918), p.T125T (rs10939650), p.1168I (rs3733589), p.L189L (rs13125646) a
p.S515S (rs144428359) i v genu SLC22A12: p.N82N (rs3825017), p.H86H (rs3825016),
p.-H142H (rs11231825), p.A416A (rs1630320) a p.L437L (rs7932775). V genu SLC2A9
bylo nalezeno také 20 intronovych variant, v genu SLC22A12 pak tfi intronové varianty.
Nékteré varianty byly Castéjsi ve studované kohorté neZ v evropské populaci, naopak
dvé nesynonymni varianty - p.V282I a intronova varianta c¢.1002+78A>G (rs6823877)
byly méné Casté a byl u nich jiZ dfive popsan protektivni efekt sniZujici riziko dny [28].
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Varianta p.A17T a jedna z intronovych variant v genu SLC2A9 byla Castéjsi u pacientt se
dnou oproti pacientiim s hyperurikemii. Naopak u pacientti s hyperurikemii byly ¢astéjsi
tfi intronové varianty v genu SLC2A9. U nositell nékteré z rizikovych alel v genu ABCGZ2
se objevilo vyssi riziko pritomnosti varianty p.D281H a nizsi riziko homozygotni formy
varianty p.P350L v genu SLC2A9. Naopak pacienti s jednou z intronovych variant v genu
SLC2A9 vykazovali nizs$i pravdépodobnost pritomnosti dysfunkénich variant v genu
ABCG2.

4.6. Renalni hypourikemie typu 1 u romské populace na vychodnim
Slovensku

Cile prace: Cilem této studie bylo identifikovat konkrétni varianty v genech SLC22A12 a
SLC2A9. Dale zjistit, zda se v kohorté pacientii vyskytuje rendlni hypourikemie typu 1
nebo typu 2, pripadné ktera prevazuje.

Vysledky: U kohorty 9 probandi a jejich 18 ptibuznych byly v genu SLC22A12 objeveny
tfi intronové varianty, Ctyfi synonymni varianty a dvé vzacné nesynonymni varianty,
které jiz byly drive popsany - p.L415_G417del a p.T467M. Konkrétné se jednalo o
jednoho pacienta s heterozygotni a jednoho s homozygotni formou delece, 9 pacientti s
heterozygotni a jednoho s homozygotni formou varianty p.T467M a dva sloZené
heterozygoty s obéma variantami. U kontrolni skupiny 109 jedinci z makedonské
romské populace byla nalezena pouze varianta p.T467M u 12 jedincd, delece
p.L415_G417del nebyla viibec detekovana. Absence delece u této subkohorty je
pravdépodobné zpiisobena genetickym driftem. V genu SLC2A9 bylo nalezeno 12
intronovych variant, tfi synonymni varianty a Ctyti béZné nesynonymni varianty.

4.7. Charakterizace nové dysfunkéni varianty v genu SLC22412 u
pediatrické pacientky s hypourikemii

Cile prdce: Cilem této kazuistiky bylo potvrdit diagnézu rendlni hypourikemie, zjistit
konkrétni genetické varianty zplsobujici tento stav a funkcné je charakterizovat.

Vysledky: V genu SLC2A9 byly nalezeny bézné se vyskytujici nesynonymni varianty
p.G25R (rs2276961), p.V282I1 (rs16890979), p.P350L (rs2280205) a dalsi bézné se
vyskytujici synonymni a intronové varianty. Dale byly nalezeny dvé vzacné
nesynonymni varianty v genu SLC22A12 p.R325W (rs150255373) a p.R434C
(rs145200251). Druha z variant byla funk¢né charakterizovana jiz drive, kdy byl
prokazan jeji dopad na sniZeni exprese a transportni funkce proteinu URAT1 [21]. Nové
identifikovand varianta p.R325W byla dle predikénich programii potencidlné
poskozujici. Tento odhad poté potvrdila i provedena funkcni analyza, ktera ukazala, Ze i
tato varianta ma negativni vliv na reabsorpci uratu.

5. Diskuze

ABCG2Z je hlavni uratovy exkreCni protein exprimovany v proximalnich tubulech
ledvin a ve stievé. Protein ABCG2 je sloZen z 655 aminokyselin, potencialné je tedy 655
mist, kde miiZze dasledkem bodové nesynonymni mutace vzniknout zadména
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aminokyseliny zpisobujici defekt proteinu. Kromé toho se mohou vyskytovat i jiné typy
mutaci, jako jsou inzerce, delece, posuny ctectho ramce apod. Nesynonymni varianty
v genu ABCG2 mohou mit zasadni poSkozujici dopad na expresi, lokalizaci a funkci
proteinu. Varianta p.Q141K (rs2231142), ktera byla poprvé popsana v asociaci se dnou
v GWAS studii v roce 2008 [4], sniZuje uratovou exkreci o 53 % oproti wild-type alele
[5]. Tato varianta vede k nestabilité v ATP-vazebné doméné, coz zpiisobuje sniZenou
expresi proteinu [15]. Kromé toho souvisi se zhorSenou odpovédi na nejcastéji
pouzivany 1ék potlacujici tvorbu kyseliny mocové - alopurinol [41,42]. Varianta p.Q141K
se v evropské populaci vyskytuje s frekvenci 9,4 %, ve vychodni Asii s frekvenci 29 %,
v jizni Asii s frekvenci 9,7 % a v Americe s Cetnosti 14 % (dle databaze Ensembl [14]).

DiileZité je u pacientil s diagnézou primarni hyperurikemie nebo dny sledovat nejen
casto se vyskytujici varianty, ale také vzacné a populacné specifické varianty s frekvenci
pod 1 %. Identifikace a funkéni charakterizace vzacnych variant v genu ABCGZ2 byly
hlavnim cilem studie Functional Characterization of Clinically-Relevant Rare Variants in
ABCG2 Identified in a Gout and Hyperuricemia Cohort [19]. V této studii bylo v kohorté
250 pacientl s hyperurikemii nebo dnou nalezeno kromé dvou béznych a dobie
popsanych variant i devét vzacnych variant v genu ABCGZ2, které byly dale studovany
z hlediska jejich funkéniho dopadu. Sest z téchto variant mélo negativni dopad na funkci
proteinu z diivodu sniZzené exprese, chybné lokalizace nebo poskozeni transportni
funkce. Zasadnim prinosem studie je prokazani vlivu vzacnych nesynonymnich variant
nalezenych v evropské populaci na funkci transportniho proteinu ABCG2. Soubézné
s nasi studif provadéli funk¢ni analyzu nékolika variant v ABCGZ i na Mad'arské akademii
véd, jejich publikace vysla o nékolik mésicti pozdéji. Tato analyza zahrnovala Sest
vzacnych variant, které byly analyzovany i vnas$i studii, konkrétné: p.R147W
(rs372192400), p.T153M (rs753759474), p.F373C (rs752626614), p.T434M
(rs769734146), p.S476P (bez rs) a deleci p.K360del (rs750972998). Protein s variantou
p.R147W nebyl viibec exprimovan a detekovan, a nebyl tim pddem nalezen ani na
plazmatické membrané, coZ je ve shodé s vysledky nasi studie. Dale varianta p.T153M
zplisobovala sniZenou expresi, coz je také ve shodé s vysledkem nasi analyzy, kde byla u
této varianty sniZena exprese na polovinu oproti WT. U varianty p.F373C byla sniZena
exprese na plazmatické membrané, coz se ¢astecné lisi od zavért nasi studie, kdy jsme u
této varianty pozorovali pouze negativni vliv na celkovou expresi proteinu. Posledni tfi
varianty p.T434M, p.S476P a p.K360del nemaji dle této studie zasadni negativni dopad
na funkci proteinu, nicméné vysledky nejsou zcela jednoznacné a dle naSich zavért
varianty p.T434M i p.S476P transportni funkci proteinu snizuji. Drobné rozdily ve
vysledcich a zavérech studii lze vysvétlit odchylkami v metodice experimentt, kdy napft.
v mad'arské studii byly pouzity kromé HEK293 bunék i HeLa bunky [43].

Dilezitost zkoumani populacné specifickych vzacnych variant jsme potvrdili také
studii Identification of Two Dysfunctional Variants in the ABCG2 Urate Transporter
Associated with Pediatric-onset of Familial Hyperuricemia and Early-Onset Gout [44]. Tato
studie je zaloZena na pripadu 12leté romské pacientky s hyperurikemii, u které byly
nalezeny dvé vzacné varianty v genu ABCGZ, p.M131l (rs759726272) a p.R236X
(rs140207606), které zplsobovaly sniZenou az nulovou transportni funkci proteinu
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ABCG2. Obé tyto varianty maji napii¢ rliznymi populacemi nulovou frekvenci (dle
databaze Ensembl; [14]), vnasi kohorté romskych pacientii byly objeveny u této
pacientky, jejich ti{ pribuznych z matéiny strany a dale u dvou nesouvisejicich pripadl
romskych pacientli, nicméné v kohorté pacientl s primarni hyperurikemii a dnou, ktera
¢ita témeér 400 jedinct, jsme Zadného dalSiho nositele téchto variant nenasli. V jinych
studiich tyto varianty popsany nebyly, pouze varianta p.R236X byla popsana
v souvislosti s Jr(a-) krevni skupinou [45]. Na vyznam vzacnych variant upozornila i
japonska studie, ktera u 480 pacientli se dnou odhalila tfi casté a 19 vzacnych
nesynonymnich variant v genu ABCGZ a poukazala na nezavislost ¢astych a vzacnych
nesynonymnich variant a zdsadni dopad na riziko dny u obou kategorii [17]. Pouze jedna
z 19 vzacnych nesynonymnich variant z citované studie byla nalezena i v ceské kohorté
250 pacientd s primarni hyperurikemii ¢i dnou, konkrétné varianta p.K360del [19].
Zavéry uvedenych studii potvrzuji dtlezitost individualniho pristupu Kk pacientlim
s ohledem na popula¢né specifické rozdily.

Znalost genetickych predispozic jedince je dilezitd z hlediska moZnosti rozvoje
onemocnéni, piipadné predikce jeho progrese. Navic mlize pomoci p¥i nastaveni lécby,
protoZe jedinci s variantou p.Q141K maji signifikantné sniZenou odpovéd' na alopurinol
(p = 3x10-7) [41,46], a i pti podavani vice nez 300 mg denné jejich hladina kyseliny
mocové neklesa pod 360 mmol/1 [42]. Informace o genetickych predispozicich pacienta
by tedy mohla jiZ od pocatku slouZzit k dpravé davkovani nebo ke zvoleni alternativniho
1éCiva, varianta p.Q141K nema vliv na odpovéd’ na terapii febuxostatem [47].

VySe zminovana varianta p.Q141K se vzhledem Kk cetnosti a zavaznosti jejiho dopadu
stala predmétem zajmu dalSich studii. Vjedné ze studii, které jsou podkladem této
disertani prace - Interaction of the p.Q141K Variant of the ABCG2 Gene with Clinical
Data and Cytokine Levels in Primary Hyperuricemia and Gout, jsme sledovali vztah a
interakci mezi touto rizikovou variantou p.Q141K a dalSimi rizikovymi faktory primarni
hyperurikemie a dny [48]. Zavérem nasi studie je zjiSténi, Ze u nositell rizikové varianty
p.Q141K se nastup onemocnéni projevi diive, a to i za mensSiho prispéni dalSich
rizikovych faktord. Nase zavéry jsou ve shodé srozsahlou japonskou studii, kde byla
zjisténa populacni atributivni rizika (PAR) genetickych i environmentalnich rizikovych
faktort progrese hyperurikemie. Dysfunkce ABCG2 zplisobend béznymi patogennimi
variantami p.Q141K a p.Q126X je signifikantné vysSim rizikem (PAR 29 %) neZ ostatni
rizikové faktory (nadvaha/obezita, konzumace alkoholu, vy3si vék), s vyjimkou pohlavi
[18]. V nasi kohorté méli jedinci zatiZeni variantou p.Q141K riziko rozvoje onemocnéni
v niz8§im véku (p=0,004), pri nizSim BMI (p=0,056), niZsim CRP (p=0,007) a vysSim GFR
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nositeli alespon jedné z téchto alel, naopak u pacienti nad 60 let mélo alespon jednu
poskozujici variantu pouze 30 %. Median véku nastupu onemocnéni byl 42 let u
pacientil s alesponl jednou poskozujici variantou, u pacienti bez ptitomnosti takové
varianty pak 48 let [16].

Soucasti této studie byla i analyza 27 cytokind, ktera ukazala signifikantni zvySeni 12
cytokinii v plazmé pacientli v akutni dnavé atace a dale sniZeni trech cytokintl (eotaxin,
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MCP-1 a RANTES) u vSech skupin pacienti ve srovnani s normourikemickymi
kontrolami. Hypotézou, ktera nas k této analyze vedla, byl predpoklad, Ze by se hladiny
nékterych cytokin mohly lisit mezi skupinami a mohly by tak pomoci odlisit pacienty
dnavou ataku. Vysledky nasi studie vSak tuto hypotézu nepotvrdily. Z vysledkil recentni
Spanélské studie ovSem vyplyva, Ze plazmatické hladiny nékterych cytokint, konkrétné
IL-18, sIL-6R a RANTES u pacientli se dnou pozitivné koreluji s velikosti uratovych
krystalli [49]. Tyto vysledky Caste¢né souhlasi s nasi hypotézou, prestoZe praveé cytokin
RANTES byl v nasi kohorté sniZeny v plazmé pacientl s hyperurikemii, dnou a dnavou
atakou.

Prozanétlivé cytokiny IL-18 a TNFa mohou mit vliv na zvySeni exprese genu ABCGZ2
[40]. Naopak varianta p.Q141K vede ke sniZeni hladiny jeho exprese [50]. Nenalezli jsme
Zadny signifikantni rozdil v plazmé pacientl s hyperurikemii v porovnani pacientli se
dnou, pripadné u pacienti béhem dnavé ataky, ani Zadnou souvislost s variantou
p.Q141K. Hladina cytokini tedy pravdépodobné nesouvisi s prechodem ze stavu
hyperurikemie do klinicky definovatelné dny.

Z tohoto dlivodu jsme se dale zaméfili i na epigenetické mechanismy, konkrétné
miRNA, a ve studii Circulating microRNA alternations in primary hyperuricemia and gout
jsme u stejné kohorty pacienti analyzovali hladiny vybranych miRNA v plazmé [51].
MicroRNA jsou v poslednich letech hojné studované, zejména pro jejich potencial
neinvazivnich biomarkerti. MicroRNA ovliviiuji expresi az 60 % genlu kddujicich
proteiny [52], a tak hraji roli ve vétsiné bunécnych procesti. Zatimco napf. u nadorovych
onemocnéni, kde je velky tlak na nalezeni vhodnych biomarkert, vyslo jiz velké
mnozstvi publikaci na téma miRNA, u hyperurikemie a dny je mnoZstvi podobnych
publikaci omezené. NaSim cilem bylo najit potencialni miRNA, které by se mohly liSit
mezi skupinami pacienti sprimarni hyperurikemii, dnou a dnavou atakou
a normourikemickymi kontrolami. Objevili jsme pét miRNA, které byly signifikantné
zvySené v plazmé pacientli s hyperurikemii a dnou ve srovnani s kontrolami. Nenasli
jsme miRNA, které by se lisily mezi skupinou hyperurikemickych pacient a pacientti se
dnou ¢i akutni atakou, prestoze existuji studie, které poukazaly na regulaci inflamazomu
NLRP3 prostrednictvim miRNA, konkrétné napi. miR-223-3p negativné reguluje expresi
NLRP3, ¢imzZ potlacuje aktivitu inflamazomu [53,54]. Ocekavali jsme tedy, Ze pacienti
v pribéhu dnavé ataky, piipadné jedinci s klinicky definovanou dnou, budou mit odlisné
hladiny plazmatickych miRNA v porovnani sjedinci s hyperurikemii. Vysledky ale
naznacuji, Ze zanétliva aktivita spojena s vyssi expresi regulujicich miRNA by mohla
probihat jiz u pacientl s hyperurikemii, nebot hladiny miRNA se u nich nelisily od
ostatnich skupin pacientli. Krystaly uratu, které jsou pohlceny makrofagy, aktivuji
NLRP3 inflamazom [55]; rovnéZ jiZ byly publikovany studie popisujici depozita
uratovych krystalii u asymptomatické hyperurikemie, a jejich pritomnost byla nalezena
u 15 % pacientli s asymptomatickou hyperurikemii [56]. Je tedy moZné, Ze u téchto
pacientdl probiha zanétliva reakce na Kkrystaly uratu jiz v této fazi onemocnéni, a proto
by biomarkery pro prognézu onemocnéni mély byt nezavislé na zanétlivych procesech.
Navic hyperurikemie sama o sobé prispiva k produkci cytokint a zvysuje tak markery
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chronického zanétu [57]. V posledni dobé fada publikaci fesi otazku autoinflamatornich
znakll dny. ProtoZe stile nezname pric¢inu konverze hyperurikemie do dny, zacaly se
nékteré studie zabyvat zanétlivou sloZkou onemocnéni, nebot se zda, Ze hlavni pri¢inou,
pro¢ u nékoho vznikd reakce na uratové krystaly drive, je individualni nastaveni
imunitniho systému. Zde hraji roli napt. geny ucastnici se tvorby a aktivace NLRP3
inflamazomu.

Nalezena negativni korelace mezi cytokinem MCP-1 a nékolika miRNA (miR-17, miR-
30c, miR-126, miR-142 a miR-223) by mohla vysvétlovat vysledky nasi predchozi studie,
ktera zahrnovala i kvantifikaci 27 cytokint, kde byly plazmatické hladiny tohoto
cytokinu prekvapivé vyssi ve skupiné normourikemickych kontrol. MCP-1 je totiz
klicovym chemokinem, ktery atrahuje monocyty a makrofagy do mista zanétu a pri
hyperurikemii je jeho hladina zvySena [58,59]. Nasi hypotézou, ktera z tohoto zjiSténi
vyplynula, je, Ze zminéné miRNA by mohly cilit a regulovat expresi MCP-1. Nékteré
studie popsaly miRNA, které mohou cilit na 3' UTR oblast mRNA genu MCP-1, mezi nimi
napiiklad i miR-126 [60] nebo miR-223 [61]. Nicméné existuji i prace, které uvadi
opacny trend, napi. pozitivni korelaci miR-142 a MCP-1 u systémového lupus
erythematodes [62]. Protichtidné zavéry tedy vyzaduji dals$i studie pro objasnéni
cilovych mRNA uvedenych miRNA.

Geny SLC22A12 a SLC2A9 koduji proteiny URAT1 a GLUT9, které slouZi k reabsorpci
uratu [6,7]. Oba tyto geny jsou spojované s dédi¢nou renalni hypourikemii, coZ je vzacné
onemocnéni zapri¢inéné dysfunkci proteinu URAT1 (rendlni hypourikemie typu 1) nebo
proteinu GLUT9 (renalni hypourikemie typu 2).

Nicméné u obou uvedenych gend byly objeveny i varianty asociované s primarni
hyperurikemii a dnou. V genu SLC22A12 bylo popsano Sest variant asociovanych
s primarni dnou - p.R284G, p.G290C, p.Q297E, p.E298D, p.1305S a p.A680T, avsak tyto
varianty nebyly dale funkéné charakterizovany [25]. Nékteré varianty v genu SLC2A9
jsou rovnéz spojovany s hladinou kyseliny mocové a dnou. Jedna se napf. o variantu
p.V282I (rs16890979) [4], ale tato varianta ani dalSich sedm nesynonymnich variant -
p-A17T (rs6820230), p.G25R (rs2276961), p.V169M (rs144196049), p.T275M
(rs112404957), p.D281H (rs73225891), p.R294H (rs3733591) a p.P350L (rs2280205),
které dle asociaCni studie potencialné souvisely shyperurikemii, nebyly potvrzeny
funkénimi studiemi [29]. Vzhledem k pfetrvavajicim nejasnostem a protichidnym
zavéram studii byla predmétem nasi studie Evaluation of the influence of genetic variants
of SLC2A9 (GLUT9) and SLC22A12 (URAT1) on the development of hyperuricemia and gout
identifikace variant v uvedenych genech u 250 pacientti s primarni hyperurikemii nebo
dnou [63]. Vtéto kohorté nebyly nalezeny Zadné nesynonymni varianty v genu
SLC22A12, ale bylo nalezeno pét synonymnich variant a tfi varianty intronové. V genu
SLC2A9 bylo nalezeno sedm nesynonymnich variant, pét synonymnich a celd rada
intronovych variant. Ve shodé s predchozimi studiemi jsme v naSi kohorté popsali
nesynonymni variantu p.V2821 (rs16890979) v genu SLC2A9, ktera byla méné casta
v nasi kohorté nez v evropské populaci a byla jiz drive popsana jako varianta sniZujici
riziko dny o 56 % [28] a synonymni variantu p.N82N (rs3825017) v genu SLC22A12
asociovanou s hyperurikemii [64]. Funk¢ni dopad nesynonymni varianty p.V282I je vSak
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dle predikénich programi benigni (SIFT 0,13, PolyPhen 0,206), zaroven ani funk¢ni
studie neprokazala vliv varianty na funkci proteinu [29], synonymni varianta p.N82N
z podstaty vliv na protein nema, jedna se tedy o asociaci, ktera je pouze ukazatelem, a
nikoli samotnou pricinou.

Zatimco role genli SLC22A12 a SLC2A9 v kauzalité primarni hyperurikemie a dny je
stale nevyjasnéng, jejich primy vliv na vznik RHUC1 a RHUC2 je ziejmy. Plivodné byla
RHUC1 povaZovana za onemocnéni s vyskytem pouze v Asii, protoZe prvni kazuistické
studie pochdazely zJaponska a Korey [20,65]. V soucasné dobé jsou ovSem znamé i
kauzalni varianty specifické pro jiné populace, napf. p.G366R, p.T467M a
p.L415_G417del nalezené v ceské populaci, u nichZ funkéni studie potvrdily negativni
dopad na lokalizaci a funkci [22].

Dalsi publikace, ktera je podkladem této prace Renal Hypouricemia 1: Rare Disorder
as Common Disease in Eastern Slovakia Roma Population tesi diagnézu dédi¢né renalni
hypourikemie u skupiny slovenskych romskych pacientii a jejich rodin [66]. Byly
nalezeny varianty p.L415_G417del a p.T467M (rs200104135) v genu SLC22A12, které se
s vyssi Cetnosti vyskytuji pravé vromské populaci [67]. Delece p.L415_G417del ma
zdsadné negativni vliv na schopnost prenosu uratu, vede ke sniZeni na tietinu oproti WT
alele. Rovnéz varianta p.T467M sniZuje funkci transportéru asi na 60 %. Obé varianty
maji také negativni dopad na lokalizaci proteinu [22]. Zajimavé je, Ze u kohorty 109
jedincii z makedonské romské populace zminénd delece nebyla nalezena, zatimco
varianta p.T467M byla vtéto kohorté sMAF 6,4 %. Delece tedy s nejvétsi
pravdépodobnosti vznikla aZ po odtrZeni a migrace romské subpopulace na rozdil od
varianty p.T467M, ktera je pritomna u obou evropskych romskych subpopulaci. Varianta
p.T467M byla popsana i u piipadu devitiletého probanda plivodem ze Sri Lanky, u
umol/L, FE KM 33 %) [68]. Uvedena varianta ma nulovou frekvenci v Evropé, ale nizkou
frekvenci mezi populacemi v jizni Asii (MAF 0,9 %, dle databaze Ensembl; Howe et al.
2021), odkud Romové pied 1000 lety zacali migrovat do Evropy [69]. U pacienti
romského etnika s nefrolitidzou, urolitidzou ¢i akutnim rendlnim selhdnim je nutné
v klinické praxi myslet i na diagnézu dédi¢né rendlni hypourikemie. Byt je toto
onemocnéni velmi vzacné v majoritni populaci, romska subpopulace ma vyssi genetické
predispozice k této diagnoze.

Onemocnéni se ale miize vzacné vyskytovat i u pacientli z majoritni populace. Ve
studii Clinical and Functional Characterization of a Novel URAT1 Dysfunctional Variant in
a Pediatric Patient with Renal Hypouricemia jsme prostrednictvim genetické analyzy u
trileté pacientky s pretrvavajici hypourikemii a hyperurikosurii odhalili dvé vzacné
varianty v genu SLC22A12 [70]. Jednalo se o varianty p.R325W (rs150255373) a
p.R434C (rs145200251), druha z nich byla jiZ drive popsdna v makedonské populaci u
dvou pediatrickych pacientek a jejich rodinnych prislusnikd. Varianta byla v této studii
take funkcné charakterizovana a byl prokazan jeji negativni dopad na lokalizaci, stabilitu
i funkci proteinu [21]. Varianta p.R325W ovSem nebyla do té doby funkcné
charakterizovana, proto jsme provedli funkéni analyzu, ktera prokazala jeji negativni
vliv na lokalizaci a funkci proteinu. Ke stejnym vysledkiim dospéla i rozsahla asociacni
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studie, ktera vysla nékolik mésicii pred publikovanim naseho clanku, jejiz autori dosli
rovnéz kzavérim, Ze tato varianta ma poskozujici dopad na maturaci a transport
proteinu a rovnéz na reabsorpci uratu [71]. Obé tyto kazuistiky poukazuji na dtlezitost
dédi¢nou renalni hypourikemii.

V poslednich letech se diky rozvoji a vyssi dostupnosti genomickych metod podarilo
ziskat fadu novych poznatkil o transportu a metabolismu kyseliny mocové a rovnéz i o
mechanismu imunitni reakce na uratové krystaly. Identifikace polymorfisml
prispivajicich k rozvoji primarni hyperurikemie a dny s sebou prinasi mozZnost prevence
¢i v€asného zahajeni terapie.

Do popredi se nyni kromé GWAS studii dostavaji i epigenetické analyzy, které maji za
cil objasnit dosud nepopsané principy, zejména nejasnost rozvoje dny z asymptomatické
hyperurikemie. Aktudlné pribyvaji studie, které poukazuji na autoinflamatorni rysy
dnavé artritidy, protoze samotna hyperurikemie neni vzdy dostacujici predispozici dny,
predpoklada se zde vliv individudlniho nastaveni imunitniho systému. Do komplexity
dny jako multifaktorialniho onemocnéni tedy vstupuji jeSté dalsi geny.

Do budoucna by v idedlnim pripadé mohl mit kazdy pacient nastavenou optimalni
lécbu na zakladé svych genetickych predispozic. Nicméné vzhledem ke komplexité

vvvvv

studii.

6.Zavér

Primarni hyperurikemie a dna jsou multifaktorialni onemocnéni, u kterych maiji
vyznamny podil genetické predispozice jedince. Studie, které jsou podkladem diserta¢ni
prace, potvrzuji dileZitost bézné i vzacné se vyskytujicich patogennich variant v genu
ABCG2, ktery koduje hlavni uratovy transportér s exkrecni funkci. Potvrdili jsme, Ze
bézné se vyskytujici nesynonymni varianta p.Q141K v genu ABCGZ2 je pro své nositele
rizikem, které prevySuje rizikové faktory, jako jsou vék, vysoké hodnoty BMI a CRP.
Dilezity vyznam v rozvoji primarni hyperurikemie a dny ma ale i vétSina ze vzacnych
nesynonymnich variant v genu ABCGZ, které jsme popsali a funkéné charakterizovali.

V genech SLC22A12 a SLC2A9 existuji, i dle nasi studie, synonymni a intronové
varianty asociované s hyperurikemii a dnou, nicméné funkéni dopad byl zatim popsan
pouze pro nesynonymni varianty, které zpusobuji dédicnou rendalni hypourikemii.
Identifikovali jsme novou kauzalni variantu pro renalni hypourikemii typu 1. Dale jsme
v kohorté slovenskych romskych pacientti a jejich ptibuznych zjistili vysokou frekvenci
kauzalnich variant pro RHUC1 a potvrdili jsme tak zavéry naSich predchozich studii,
které prokazaly vysokou frekvenci téchto variant pravé v evropské romské populaci.
Tento fenomén je potreba zahrnout do klinické praxe, kde by etnicita méla byt soucasti
diagnostického algoritmu.

V plazmé pacienti s primarni hyperurikemii, dnou a dnavou atakou jsme nalezli
zvySené exprimované extracelularni miRNA v porovnani s normourikemickymi
kontrolami. Nepodarilo se ndm najit Zddnou miRNA, kterd by se signifikantné liSila v
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zavislosti na stupni onemocnéni. Z nasich vysledki tedy nelze urcit takovou miRNA,
ktera by byla potencidlnim biomarkerem progrese onemocnéni. Nalezena negativni
korelace s cytokinem MCP-1 by mohla vysvétlovat vysledky nasi predchozi studie, kde
byly plazmatické hladiny tohoto cytokinu navzdory ocekavani vysSsi ve skupiné
normourikemickych kontrol. MiRNA a dals$i epigenetické mechanismy jsou dilezitou a
zatim nepriliS§ probadanou slozkou studovaného onemocnéni, je zde tedy prostor a
prileZitost pro budouci vyzkum.

Vklinické praxi by poznatky voblasti genetiky a epigenetiky primarni
hyperurikemie a dny mohly prispét krychlejSi a presnéjSi diagnostice a
k personalizované 1é¢ebné terapii, kterd by zohlediiovala vSechny individudlni rizikové
faktory, prispivajici k tomuto multifaktoridlnimu onemocnéni.
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