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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 sviij 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 kyseliny
mocové. Chronicky zvySené hodnoty kyseliny mocCové ovSem nejsou jedinou predispozici
krozvoji dny. Roli v progresi onemocnéni pravdépodobné hraji dal$i faktory, jako napf.
epigenetické mechanismy ¢i vrozené predispozice kzanétlivym staviim, zplisobenym
dysregulaci imunitniho systému.

Cilem prace byla analyza poSkozujicich variant vgenech pro vyznamné uratové
transportéry ABCGZ2, SLC22A12 a SLC2A9, které mohou zapricinit poruchu v exkreci ¢i reabsorpci
kyseliny mocové a tim prispét ke vzniku primarni hyperurikemie, potaZmo dny, nebo vzacné
dédicné renalni hypourikemie. Dalsi oblasti zajmu byly cirkulujici miRNA v plazmé pacientt
s primarni hyperurikemii, dnou a dnavou atakou.

Vgenu ABCG2 jsme identifikovali a funkéné 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 hyperurikemii a dnou potvrdili
vyznam Casto se vyskytujici rizikové varianty p.Q141K a naSe vysledky ukazaly, Ze pfitomnost
varianty signifikantné prevysuje nékteré ostatni rizikové faktory (vék, nadvaha, vysoké hodnoty
C-reaktivniho proteinu) spojované s hyperurikemii a dnou.

V genech SLC22A12 a SLC2A9 jsme nalezli synonymni a intronové varianty spojené
s hyperurikemii a dnou. V genu SLC22A12 jsme objevili a funk¢né popsali novou kauzalni
variantu pro renalni hypourikemii typu 1. V kohorté romskych pacientli a jejich rodinnych
prislusnikd jsme odhalili nasobné vyssi frekvenci dvou patogennich variant v genu SLC22A12,
které jsou v bézné populaci extrémné vzacné.

Zjistili jsme signifikantné zvySenou expresi péti miRNA v plazmé pacientid
s hyperurikemii, dnou nebo pacientdi v dnavé atace v porovnani s normourikemickou kontrolni
skupinou. Zadna ze sledovanych miRNA se ale signifikantné neli$ila mezi jednotlivymi
skupinami pacientti, nepodarilo se nam tedy najit vhodny biomarker progrese onemocnéni.

Genetické faktory hraji zdsadni roli v patogenezi primarni hyperurikemie a dny i dédi¢né
renalni hypourikemie. U pacientli srodinnou anamnézou dny miiZe genetickd analyza
predikovat rozvoj onemocnéni. U pacientli s hypourikemii miZe byt geneticka analyza zasadni

v urceni diagnézy dédi¢né renalni hypourikemie.

Klic¢ova slova: kyselina mocova, uratovy transport, hypourikemie, hyperurikemie, dna



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 ABCGZ2, SLC22A12 and SLC2A9, 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.

Key words: uric acid, urate transport, hypouricemia, hyperuricemia, gout



Seznam zKkratek

3'UTR
5mC
ABCG2
AMP
ARMS
ATP
BCRP
BMI
CRP
ddNTP
DNA
EDTA
FDA

FE KM
GFR
GLUT9
GWAS
HEK cells
HelLa cells
HPRT
IL
IL-1PB
IncRNA
MAF
MCP-1
mRNA

miRNA

3' neprekladand oblast (3' untranslated region)

5-metylcytosin (5-methylcytosine)

ATP binding cassette subfamily G member 2

adenosinmonofosfat (adenosine monophosphate)

amplifikacnf refrakéni mutacni systém (amplification-refractory mutation systém)
adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

breast cancer resistance protein

index télesné hmotnosti (body mass index)

C-reaktivni protein (C-reactive protein)

dideoxynukleotid (dideoxynucleotide)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
Urad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
frakcni exkrece kyseliny mocové

glomerularni filtra¢ni rychlost (glomerular filtration rate)

glucose transporter 9

celogenomova asociacni studie (genome-wide association study)
lidské embryondlni ledvinové buriky (human embryonic kidney cells)
nesmrtelnd bunéc¢na linie H. Lacksové (immortal cell line of H. Lacks)
hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza

interleukin

interleukin 1

dlouhé nekédujici RNA (long non-coding RNA)

frekvence minoritni alely (minor allele frequency)

monocyte chemoattractant protein-1

medidtorova RNA (messenger RNA)

microRNA



mtDNA mitochondridlni DNA

NF-xB jaderny faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

NLRP3 NLR family pyrin domain containing 3

NSAIDs nesteroidni protizanétlivé 1éky (nonsteroidal anti-inflammatory drugs)

OMIM databaze genti a genetickych onemocnéni (Online Mendelian Inheritance in Man)
PAR populacni atributivni riziko (population attributable risk)

PBMC mononukledrni buriky periferni krve (peripheral blood mononuclear cells)

PCR polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction)

PRPS fosforibosylpyrofosfat syntetaza (phosphoribosylpyrophosphate synthetase)
qPCR kvantitativni polymerazova retézova reakce (quantitative polymerase chain reaction)
RHUC1 rendlni hypourikemie typu 1 (renal hypouricemia type 1)

RHUC2 rendlni hypourikemie typu 2 (renal hypouricemia type 2)

RNA ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

sKM kyselina mocova v séru

SLC2A9 solute carrier family 2 member 9

SLC22A12 solute carrier family 22 member 12

TLR Toll-like receptory (Toll-like receptors)

TNF-a tumor nekrotizujici faktor o (tumor necrosis factor o)
URAT1 urate transporter 1

WT wild-type

X0 xantin oxidaza (xantine oxidase)
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1. Uvod

1.1. Kyselina mocova

Kyselina mocova ¢i 2,6,8-trioxypurin, sumarnim vzorcem CsHsN4O3, se vyskytuje
v lidském téle jako koneCny metabolit pii degradaci purind. Ztrata funkce genu pro urikazu
v miocénu zapfricinila, Ze u ¢lovéka a vyssich primati nedochazi k rozkladu kyseliny mocové na
alantoin (Friedman et al. 1985; Kratzer et al. 2014). Pravdépodobnym evolu¢nim prinosem této
mutace jsou antioxida¢ni dc¢inky kyseliny mocové a zaroveii i stabilizace kyseliny askorbové,
kterou Clovék neumi prirozené syntetizovat a musi ji prijimat v potravé (Sevanian et al. 1991).
Koncentrace kyseliny mocové v plazmé je znacné vyssi nez koncentrace kyseliny askorbové, coz
prispiva k hypotéze antioxidacni ochrany kyseliny moc¢ové (Ames et al. 1981). Nabizela by se zde
uvaha, zda jsou tedy lidé shyperurikemii vice chranéni pred volnymi radikdly nez lidé
s normalnimi hladinami kyseliny mocové, nicméné kyselina mocova se chova jako antioxidant

pouze v hydrofilnim prostiedi a jeji chronicky zvySené hladiny nejsou prospésné.
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Obr. 1: Schéma biosyntézy kyseliny mocové z purinti (pievzato a upraveno z Benn et al. 2018).
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Vysoké hladiny urikémie jsou asociované s rizikem rozvoje fady onemocnéni, napt. dny,
nefrolitidzy, renalniho selhani, hypertenze, kardiovaskularnich onemocnéni, inzulinové
rezistence, diabetu 2. typu aj. (Sautin a Johnson 2008). Naopak ptikladem protektivniho
charakteru kyseliny mocové je signifikantni sniZeni rizika Parkinsonovy choroby, kdy
prospektivni studie na kohorté téméi 8000 jedinc uvadi snizeni rizika o 40 % u jedinct
s hladinou kyseliny moc¢ové nad median (Davis et al. 1996; De Lau et al. 2005). Kyselina mocova
je ve vodé velmi Spatné rozpustna zejména pri nizsi teploté a nizSim pH. V lidském téle je pri
fyziologickém pH kyselina mocova pritomnd ve formé uratl - soli kyseliny mocové. Vznika
degradaci purind prijatych formou potravy, nebo purinovych nukleotidi vlastnich bunék.
Kyselina mocova je syntetizovana piredevsim v jatrech a vylucovana je ze dvou tietin ledvinami a
z jedné tietiny gastrointestinalnim traktem. Referen¢ni 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 nizsi hodnoty sKM, se oznacuje jako hypourikemie, naopak pti hladinach vyssich
mluvime o hyperurikemii. K takovym stavim mize vést vice pri¢in. Primarni hypourikemie
vznika poruchou syntézy kyseliny mocové, nebo nedostatecnou reabsorpci, ktera zptsobuje jeji
zvySené vylu¢ovani moci. Naopak hyperurikemie vznikd nadmérnou produkci, ptiliSnou
reabsorpci ¢i nedostatecnou exkreci kyseliny mocové. Hladina urikemie je tedy dana

rovnovahou mezi produkci, absorpci a exkreci kyseliny mocové.

1.2. Uratovy transport

Molekuly uratu vyzaduji pro svij transport specifické transmembranové proteiny. Tyto
proteiny se dle své funkce déli na reabsorpcni a exkre¢ni (sekrecni). VétSina z nich se nachazi na
apikalni strané proximalnich ledvinnych tubuld, dal$i jsou na strané bazolateralni a nékteré
znich jsou exprimovany i ve stfevni tkani (Xu et al. 2016). Mezi nejvyznamnéj$i proteiny
podilejici se na transportu uratu patii ABCG2, URAT1 a GLUTO.

Protein ABCG2 (z anglického ATP binding cassette subfamily G member 2) patii do
rodiny ABC transportérd, coz jsou transmembranové proteiny s ATP-vazebnou doménou a
s transmembranovou doménou, tvorenou typicky Sesti a-helixy. Protein ABCG2 se vyskytuje
jako tetramer tvoreny Ctyimi homodimery (McDevitt et al. 2006). Tento transportér je znamy
predevsim kviili 1ékové rezistenci pri chemoterapii, ktera vznika z divodu jeho zvysené exprese
(Nakanishi et al. 2006), odkud prameni jeho alternativni nazev BCRP (z anglického breast cancer
resistance protein). Tento protein je exprimovan ve tkani ledvin, stfeva, jater, dile v endotelu
mozkovych kapilar, kde je soucasti hematoencefalické bariéry (Eisenblatter et al. 2003), nebo
napft. v placenté, kde slouzi k ochrané plodu pred negativnim dopadem xenobiotik (Mao 2008).
Schopnost prenosu uratu byla objevena diky celogenomové asociacni studii (GWAS, z anglického

genome-wide association study), hledajici lokusy asociované s koncentraci kyseliny mocové a
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dnou, kde byla charakterizovdna pravé varianta p.Q141K (Dehghan et al. 2008), ktera ma
zasadni dopad na schopnost pienosu uratu (Woodward et al. 2009).

Protein URAT1 (z anglického urate transporter 1) je prvnim popsanym urdtovym
transportérem (Enomoto et al. 2002) a je exprimovan pouze v ledvinach, konkrétné na apikalni
membrané proximalnich tubull, kde se podili na reabsorpci uratu. Patii do skupiny SLC
membranovych proteinii, ma 12 transmembranovych domén, N-konec a C-konec smérujici do
cytoplazmy a glykosylaéni misto na prvni extraceluldrni smycce. URAT1 je substratoveé
specificky, coZ z néj déla velmi dobry cil pro 1é¢iva na principu selektivni inhibice, jako je napf.
lesinurad (Gupta et al. 2016) a dotinurad (Kuriyama 2020). Afinita URAT1 ke kyseliné mocové
se zvysila béhem evoluce primatt, kdy ztratili gen pro urikazu (Tan et al. 2016).

Protein GLUT9 (z anglického glucose transporter 9) byl plivodné povaZovan za
transportér glukdzy (Augustin et al. 2004) a fruktézy (Manolescu et al. 2007), coz bylo jednou
novéjsi studif zpochybnéno (Ebert et al. 2017). S jistotou ale vime, Ze GLUT9 slouZi k transportu
uratu, a podili se tak na koncentraci sérové kyseliny mocové (Vitart et al. 2008). Stejné jako
URAT1 i tento protein patfi do skupiny SLC membranovych proteinti, které zprostiedkovavaji
obousmérny pienos metaboliti pies plazmatickou membranu. GLUT9 ma rovnéz 12
transmembranovych domén, N-konec a C-konec smétujici do cytoplazmy a glykosyla¢ni misto
nachdzejici se na prvni extracelularni smycce. 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 bazolateralni a druha na apikilni membrané

proximalnich ledvinnych tubuld (Augustin et al. 2004; Kimura et al. 2014).

Tab. 1: Souhrnny seznam vybranych uratovych transportért, véetné jejich lokalizace a funkce.

funkce
transportér gen lokalizace z hlediska literatura
uratu
proximalni tubulus (apikalni Dehghan etal. 2008;
ABCG2 ABCG2 bri tv exkrece Woodward et al. 2009;
membrana), stfevo Matsuo et al. 2009
URAT1 SLC22A12 proximalni tubulus (apikalni reabsorpce Enomoto et al. 2002;

Tasicetal. 2011
Vitart et al. 2008;

membrana)

proximalni tubulus (apikalni i

GLUT9 SLC2A9 P ) N reabsorpce Preitner et al. 2009;
bazolateralni membrana), stievo Rui
uiz et al. 2018
NPT1 SLC17A1 prox1malmn:aglllk)):;1rllz)(aplkalnl exkrece Chiba etal. 2015
NPT4 SLC17A3 proxi;nearlnn;:::eglistlfzgékaln‘ exkrece Jutabha et al. 2011
proximalni tubulus (bazolateralni
0AT1 SLC22A6 membrana) exkrece Xu et al. 2005
proximalni tubulus (apikalni i
O0AT?2 SLC22A7 bazolateralni membrana) exkrece Sato etal. 2010
0AT3 sLc2zag | Proximélnitubulus (bazolaterdlni |\ o Bakhiya et al. 2003

membrana)
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proximalni tubulus (apikalni
membrana)
proximalni tubulus (apikalni
membrana), stfevo
proximalni tubulus (apikalni
membrana), stevo

0AT4 SLC22A11 reabsorpce Sakiyama et al. 2014

Bahn et al. 2008;

0AT10 SLC22A13 Higashino et al. 2020

reabsorpce

MRP4 ABCC4 exkrece Van Aubel et al. 2005

1.3. Poruchy uratového transportu
1.3.1. Rendlni hypourikemie

Renalni hypourikemie je hereditarni heterogenni onemocnéni ledvin, pti kterém dochazi
k vyznamnému poklesu hladin kyseliny mocCové vséru (vyznamné pod 120 upmol/l) a
nasobnému zvySeni FE KM (frakéni exkrece kyseliny mocové) (nad 10 %). Toto onemocnénti je
Casto asymptomatické, u nékterych jedinct ovSem miize vést k zavaznym komplikacim, jako jsou
nefrolitidza, urolitidza ¢i akutni selhani ledvin, nebot ledviny musi prefiltrovat nadmérné
mnozstvi uratu. Pri¢inou tohoto onemocnéni jsou poruchy reabsorpénich transportéri URAT1
(gen SLC22A12) a GLUT9 (gen SLC2A9). Varianty v genu SLC22A12 zpisobuji autosomalné
recesivni onemocnéni rendlni hypourikemie typu 1 (RHUC1, OMIM #220150), ktera tvofi
vétSinu (aZ 90 %) pripadi dédicné rendlni hypourikemie. Nékteré patogenni varianty v genu
SLC22A12 jsou populacné specifické, byly zde nalezeny varianty p.R90H (rs121907896) a
p-W258X (rs121907892), typicky se vyskytujici v japonské populaci (Ichida et al. 2004;
Nakayama et al. 2021). Varianty p.R90H se p.W258X se v japonské populaci vyskytuji s Cetnosti
0,3 %, resp. 2,2 % (Sakiyama et al. 2016). V romské evropské populaci je vuvedeném genu
popsana delece p.L.415_G417del a nesynonymni varianta p.T467M s frekvencemi 1,9 % a 5,6 %
(Stiburkova et al. 2013; Gabrikova et al. 2015). Varianty v genu SLC2A9 zpuUsobuji renalni
hypourikemii typu 2 (RHUC2, OMIM #612076) (Matsuo et al. 2008). Dédi¢nost miize byt
autosomalné dominantni nebo recesivni, pricemz recesivni dédi¢nost vedouci ke ztraté funkce
genu zpusobuje zavaznou hypourikemii s hladinami kyseliny moc¢ové mezi 5-10 umol/l a FE KM

az 100 % (Dinour et al. 2010).
1.3.2. Primarni hyperurikemie

Hyperurikemie je stav zvySené hladiny sérové kyseliny mocové, s hodnotami vice nez
420 umol/] pro muze a vice nez 340 umol/l v pripadé Zen a déti.V 90 % pripadu je pricinou
nedostatecna exkrece kyseliny mocové, v 10 % pripadt je zpisobend jeji nadmérnou produkci,
ktera miize vznikat vzacnymi geneticky podminénymi poruchami metabolismu purint - zvySené
aktivité enzymu fosforibosylpyrofosfat syntetazy (PRPS) nebo deficienci enzymu hypoxantin-

guanin fosforibosyltransferazy (HPRT). Tyto enzymy se ucastni syntézy a recyklace purind.
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Pri¢inou nedostate¢né exkrece je pravé porucha v uratovém transportu, ktera je geneticky
podminénd poSkozujicimi variantami v genech pro proteiny uratového transportu.

Pri dlouhotrvajici hyperurikemii mize dojit k progresi do stavu dnavé artritidy, nicméné
novozélandska epidemiologicka studie uvadi, Ze kumulativni incidence dny je u dlouhodobé
sledovanych pacientli s vysokymi hodnotami sKM (= 590 umol/l) 49 %, z ¢ehoZ vyplyva, Ze
hyperurikemie je sice nutnym ptredpokladem dny, ale podstatnou roli hraji jeSté dalsi faktory

(Dalbeth et al. 2018). Presny mechanismus tohoto jevu dosud neni zcela objasnén, predpoklada

Vv

VAT

al. 2015a; Wang et al. 2018a). Hyperurikemie je rovnéZz rizikovym faktorem i pro dalsi
onemocnéni, jako je nefrolitidza (Liebman et al. 2007), chronické onemocnéni ledvin (Ohno
2011) nebo kardiovaskularni onemocnéni (Li et al. 2016). Je tedy predmétem debat, zda 1écit i

asymptomatickou hyperurikemii (viz kapitola 1.4.5. Lé¢ba hyperurikemie a dny).
1.4. Primarnidna

Dna, arthritis urica, je zanétlivé onemocnéni postihujici primarné klouby. Typicky se
projevuje jako akutni artritida metatarsofalangealniho skloubeni palce nohy, muze ale
postihovat dal$i klouby nohy, méné casto pak klouby ruky ¢i lokty. K zanétlivé reakci dochazi pti
imunitni odpovédi na krystaly uratu, které se pti dlouhotrvajici hyperurikemii usazuji ve tkani.
Prvnim stddiem dny je obdobi asymptomatické hyperurikemie, které miize prejit do stadia
akutniho dnavého zachvatu. Nasleduje interkriticka faze dny, ¢imz je ozna¢ovano obdobi mezi
jednotlivymi dnavymi zachvaty. Poslednim stadiem je chronicka faze tof6zni dny, kdy se ukladaji
depozita uratovych krystal do tkani, ktera jsou nazyvana jako tofy. Tofy se mohou vyskytovat v
krystalii v ledvinach vede k nefrolitidze, pripadné az k uratové nefropatii. Prevalence i incidence
dny ma v poslednich letech stoupajici trend (Kuo et al. 2015a). Prevalence dny je ve Spojenych
statech 3,9 %; 5,2 % u muzi a 2,7 % u Zen (Singh et al. 2019), incidence 0,84 na 1000 obyvatel
za rok (Maynard et al. 2014). Ve Spojeném kralovstvi je celkova prevalence 2,5 %; 4 % u muzi a
1 % u Zen, s incidenci 1,8 na 1000 obyvatel za rok (Kuo et al. 2015b). Aktualni data pro Ceskou
republiku nejsou k dispozici, ale pravdépodobné budou hodnoty prevalence a incidence
obdobné jako jinde v Evropé.

Dna provazi lidstvo jiz od nepaméti, prvni diikazy pochazeji ze starovékého Egypta, jsou
tedy staré pies 4000 let. Dna byla vZdy vnimana jako nasledek nestfidmého a bujarého stylu
zivota. Recka mytologie pravi, Ze dcerou bohyné Afrodity, kterou svedl fecky btih vina a veseli
Dionysos, byla bohyné Podagra, stejnym jménem se v historii oznacovala dna. Hippokratés v 5.

stoleti pt. n. l. popsal dnu jako ,nemoc, jez znemoziuje chlizi“ a toto onemocnéni také nazyval
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jako artritida bohatych, protoze si rovnéz povsiml spojitosti s nestifidmym Zivotnim stylem. Ve 2.
st. n. l. byla Galénem popsana uratova depozita - tofy. Anglicky termin pro dnu ,gout” vznikl
z latinského gutta neboli kapka. Ve stfedovéku byla rozsifena predstava, Ze Clovék je zdravy,
pokud ma v rovnovaze Ctyti zakladni télesné stavy. Pii nadbytku jedné z téchto tekutin by mohla
»kKapat“ do kloubti a zplisobovat tak zanét a bolest (Nuki a Simkin 2006).

Sekundarni hyperurikemie a dna jsou priivodnim jevem onemocnéni, u kterych dochazi
k nadmérné tvorbé a rozpadu bunék (zvysSeni produkce Kkyseliny mocové), jako jsou napf-.
nadorova onemocnéni. Dalsi pricinou sekundarni hyperurikemie/dny miiZe byt i snizeni exkrece
kyseliny mocCové napi. pri rendlni insuficienci nebo otravé olovem, coZ je znamo piredevSim
z minulosti, a tento stav je oznacovan jako saturninskd dna (Poér a Mituszova 1989). DileZitym
faktorem ovlivilujicim hladiny wurikémie jsou i léky - diuretika, chemoterapeutika,

imunosupresiva aj. (Salem et al. 2017).
1.4.1. Zanétliva reakce u akutni dny

Ptrechod z asymptomatické hyperurikemie do dny je charakterizovan prvnim dnavym
zachvatem. Dnavy zachvat neboli ataka je imunitni odpovédi organismu na uloZené krystaly
uratu ve tkani, které postupné vznikaly pfi perzistujici hyperurikemii. Krystaly jsou pohlceny
makrofagy, které spousti aktivaci NLRP3 inflamazomu a uvolnéni prekurzort prozanétlivych
cytokinii (Martinon et al. 2006). Inflamazom NLRP3 poté aktivuje enzym kaspazu-1, ktera je dale
zodpovédna za Stépeni prekurzorli prozanétlivych cytokinl za vzniku aktivnich cytokint
interleukinu 18 (IL-1f) a interleukinu 18 (IL-18). IL-1f je klicovy cytokin dnavé ataky, nebot
podporuje migraci neutrofilii do mista zanétu a spousti tak zanétlivou reakci (Chen et al. 2006).
Podrobnéji je princip vzniku zanétlivé reakce zobrazen na Obrdzku 2 nize. Otazkou ziistava, proc¢

u nékterych jedincd, tato reakce na krystaly uratti nevznika.
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Obr. 2: Aktivace NLRP3 inflamazomu krystaly uratu.

Inflamazom

Imunitni odpovéd na uratové krystaly je zavisla na dvou signdlech. Signalem 1 je aktivace pomoci TLR
(Toll-like receptory), které aktivuji transkripcni faktory NF-kB, které posléze spousti transkripci
komponenti inflamazomu NLRP3. Signal 2 podnécuje oligomerizaci a aktivaci inflamazomu. Pti interakci
uratovych Kkrystald a plazmatické membrany dochazi kuvolnéni draselnych iontli, diky Cemuz
mitochondrie uvoliiuji reaktivni formu kysliku (ROS) do cytosolu. Nasledkem toho se Nek7 kindza navaze
na NLRP3 a prispéje tak k jeho oligomerizaci. Nasleduje aktivace kaspazy-1, kterd napomahd maturaci
IL-1B a také Stépeni gasderminu D, coZ ma za nasledek vznik pyroptotickych pérd, které narusuji
bunécénou membranu a prispivaji k uvoliiovani prozanétlivych mediatord, jako je i IL-1f3, ale mohou vést i

k bunécné smrti - pyroptédze (prevzato a upraveno dle So et Martinon 2017).

1.4.2. Rizikové faktory pro vznik hyperurikemie a dny

Prvnim hlavnim rizikovym faktorem je ptisluSnost k muzskému pohlavi. MuZi maji

Vv

trikrat az Ctyrikrat vyssi riziko vzniku dny neZz Zeny (Harrold et al. 2006). Pric¢inou tohoto
nepoméru jsou estrogeny, které maji urikosuricky ucinek, a prinasi tak zendm protektivni efekt
(Nicholls et al. 1973). Jednim z mechanismi této ochrany miize byt skutecnost, Ze estradiol
zvySuje expresi genu ABCGZ2 ve stirevni tkani (Liu et al. 2021). Druhym zasadnim rizikovym
faktorem je vék, kdy se zvySuje riziko rozvoje hyperurikemie a dny, u Zen zejména po
menopauze. Prevalence dny se u jedinct starsich 65 let zvySuje cca Sestkrat, u osob nad 75 let az
osmkrat (Wallace et al. 2004).

Dal$im rizikovym faktorem miiZe byt etnicka prislusnost jedince. Obecné se uvadi vyssi
prevalence dny vrozvinutych zemich. Tento jev je zapri¢inén pravdépodobné vyssi Zivotni
urovni spojenou s jinymi stravovacimi navyky a zivotnim stylem. V Japonsku byla do roku 1960

dna vzacnym onemocnénim, nicméné vliv zapadni civilizace zapricinil naridst pripadd
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hyperurikemie i dny (Hosoya et al. 2011). Z rozvojovych zemi nejsou k dispozici dostatecna data,
predpokladame zde ale niz$i prevalenci hyperurikemie a dny. Jednou ze zemi s nejvyssim
poctem pacienti trpicich dnou je Taiwan, kde je zejména diky plivodnim obyvatelim ostrova
prevalence vyssi nez 6 %, a to i pres snizujici se incidenci v poslednich letech (Kuo et al. 2015c).
Dal$im prikladem je Novy Zéland, kde je u populace ptivodnich obyvatel (Maori) prevalence dny
také vysSi neZ 6 % (Klemp et al. 1997). Prikladem z opacné strany spektra jsou napft. Spojené
arabské emiraty, kde byla zjiSténa prevalence dny 0,1 % (Al Saleh et al. 2016).

Jak jiz bylo naznaceno vysSe, jednim z faktort, které zasadné prispivaji ke zvySeni
hyperurikemie, a tim padem i piipadnému vzniku dny, je celkovy Zivotni styl a zejména vyziva.
Dna je odedavna spojovana zejména s konzumaci masa a alkoholu, protoze nékteré druhy masa,
predevSim zvéfina, vnitinosti a nékteré ryby, jsou bohaté na puriny. Alkohol zvySuje urikémii
kvili procesu jeho metabolizace, kdy spotiebou ATP (adenosintrifosfat) vznikd AMP
(adenosinmonofosfat), jenz je jednim z prekurzori Kyseliny mocové. NejvétsSim nebezpecim
z alkoholickych napoji je pivo, které kromé alkoholu obsahuje i vysoké mnoZstvi purini. Dalsi
rizikovou slozkou potravy je fruktdza, ktera zvysuje hladiny kyseliny mocové (Cox et al. 2012),
nebot pfijejim odbouravani je spotiebovavano ATP, podobné jako u alkoholu, ¢imZ vznika velké
mnozstvi purinovych prekurzord. Navic frukt6za sniZuje renalni exkreci kyseliny mocové
(Lecoultre et al. 2013). Aktudlni studie ale ptichazeji se zavéry, Ze dieta ovliviiuje hyperurikemii
pouze z malého procenta PrestoZe existuji potraviny, které zvysuji sKM, tak celkova dieta
ovliviiuje varianci sKM z méné nez 0,3 % (Major et al. 2018; Topless et al. 2021). Nicméné i
presto plati, Ze stravou lze zamezit dalSim rizikovym faktoriim, jako je vysoka hodnota indexu
télesné hmotnosti (BMI, zanglického Body Mass Index), ktera zvySuje riziko nejen
hyperurikemie, ale i hypertenze, diabetu 2. typu a kardiovaskuldrnich onemocnéni, coZ jsou
Casté komorbidity dny. Je otazkou, zda uvedené komorbidity provazejici vysoké hladiny
urikémie jsou ji pfimo zplsobené nebo nikoli, protoZe observacni studie, které vysveétluji
kauzalni vztah mezi hladinou sKM a komorbiditami, jsou ¢asto vrozporu s Mendelovskymi
randomizacnimi studiemi, které zjistuji kauzalitu na zakladé castéjsiho vyskytu rizikovych alel u
pacientli s danou diagnézou (Sumpter et al. 2020).

V souvislosti s vyzivou je nutné zminit studie, které zkoumaly mikrobiom u pacienttl se
dnou. Stfevni mikrobiom se méni v pribéhu Zivota jedince a zaroven odrazi zdravotni stav. U
pacienti se dnou se stievni mikrobiota lisi, konkrétné bylo nalezeno 17 rodl bakterii
asociovanych se dnou (Guo et al. 2016). Dalsi studie nasla zvySené mnozstvi nékterych patogenti
a signifikantni rozdily v mérenych metabolitech (Shao et al. 2017). Recentni metagenomicka
analyza rovnéZz odhalila nerovnovahu mikrobiomu u pacientli se dnou, ktera byla navic

asociovana se zvySenou skKM a systémovym zanétem (Chu et al. 2021).
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1.4.3. Genetické faktory

Dna je onemocnéni, jehoZz vznik ovliviiuje celd rada faktorl. Genetické predispozice
jedince ovliviiuji sérovou hladinu kyseliny mocové ptiblizné ze 30-60 % (Emmerson et al. 1992;
Krishnan et al. 2012; Wang et al. 2018b). Existuje velké mnozstvi gent, které se podili na
patofyziologii dny. Je nutné mit na paméti, Ze dna je komplexni onemocnéni, v jehoZ patogenezi
hraji roli nejen geny uratovych transportért ovliviiujici hladinu kyseliny mocové, ale rovnéz

geny kodujici proteiny, jeZ se uplatnuji pfi imunitni zanétlivé reakci pti akutni dnavé atace.
1.4.3.1. Celogenomové asociacni studie

Cilem celogenomovych asociacnich studii neboli GWAS je nalézt ve skupiné nemocnych
vyznamné Castéjsi varianty gend v porovnani s kontrolni skupinou. Aby byly vysledky statisticky
signifikantni, jsou studie aplikovany na rozsahlé kohorty citajici tisice jedinci.

Jedna z prvnich GWAS, kterd sledovala rizikové varianty pro vysokou sKM a dnu,
popisuje tfi varianty, a to vgenech ABCG2 (rs2231142), SLC2A9 (rs16890979) a SLC17A3
(rs1165205). Zarover se jedna o prvni zminku o varianté p.Q141K (rs2231142), ktera se pozdéji
ukazala jako naprosto zasadni rizikova varianta ptispivajici ke vzniku dny (Dehghan et al. 2008).
Dalsi diilezitA GWAS odhalila 28 lokust asociovanych s hladinou sKM, pricemz 17 z nich bylo
asociovano i s projevem dny (Kottgen et al. 2013). NovéjSi GWAS se snazi rozklicovat problém
podrobnéji, zabyvaji se napr. lokusy, které jsou asociované s konkrétnimi podskupinami dny -
a/nebo sniZzenou extrarenalni exkreci (Nakayama et al. 2017). Vzhledem ke stale nejasnému
mechanismu progrese hyperurikemie do klinicky definovatelné dny se recentni asocia¢ni studie
zabyvaji hledanim takovych lokust, které by ptispivaly k reakci na krystaly uratu a rozvoji
dnavé ataky, nebot jeji propuknuti je okamzikem, kdy se z ¢asto asymptomatické hyperurikemie
stava dna per se. V japonské populaci byly nalezeny tri takovéto lokusy, konkrétné pak v genech
CNTN5 (rs7927466), MIR302F (rs9952962) a ZNF724 (rs12980365). Gen CNTN5 kdduje protein
kontaktin 5, ktery hraje roli pfi vyvoji nervového systému, jeden z polymorfisml v uvedeném
genu je asociovan s odpovédi na anti-TNF 1écbu u revmatoidni artritidy (Mirkov et al. 2013). Gen
MIR302F kéduje stejnojmennou miRNA, nicméné zatim neni zndm mechanismus jejtho acinku
v patofyziologii dny. Gen ZNF724 kéduje jeden zrodiny proteini s motivem zinkovych prsti,
které jsou typické pro transkripcni faktory (Kawamura et al. 2019). Dalsi obdobna studie s cilem
objeveni lokusli asociovanych s piechodem asymptomatické hyperurikemie do dny byla
provedena na evropské kohorté. Celkem bylo popsano 13 lokusii v genech pro uratové
transportéry a v genech metabolickych drah. Konkrétné se jednalo o geny GCKR (rs1260326),
ABCG2 (rs2231142, rs13120400 a rs7672194), PPM1K-DT (rs4693211, rs28793136 a

19



rs1545207), SLC2A9 (rs16890979 a rs16891234), ADH1B (rs1229984), L0OC105377323
(rs114791459), MEPE (rs114580333) a SLC22A11 (rs2078267). Tato studie zdiraznuje jejich
potencidl v moZném vlivu prfi rozvoji dny zasymptomatické hyperurikemie. Prekvapivym
zavérem je fakt, Ze nebyla nalezena asociace s Zddnym genem podminujicim zanétlivou reakci
(Sandoval-Plata et al. 2021). AvSak nékteré studované geny byly jiz dfive popsany v souvislosti
s vy$$im rizikem dny, napt. v genu GCKR, jenZ kdéduje glukokinazovy regula¢ni protein, byly
popsany varianty asociované srozvojem dny (Wang et al. 2012). Podobné také v genu pro
alkoholdehydrogenazu ADH1B byla uvedend varianta rs1229984 jiz popsana spolecné
s variantou rs671 v genu ALDHZ2, ktery koduje aldehyddehydrogenazu, a obé byly vyhodnoceny
jako nezavislé rizikové varianty pro vznik dny (Sakiyama et al. 2017). Varianty zvysujici sKM v
genech ABCGZ2 a ALDHZ jsou v japonské populaci vysledkem selek¢éniho tlaku poslednich 2-3
tisic let (Nakayama et al. 2020).

1.4.3.2. Geny majoritnich uratovych transportéri

Geny ovliviiujici hladiny kyseliny mocové kéduji uratové transportéry a varianty v téchto
genech mohou zptsobovat problémy s jejich funkci - exkreci nebo reabsorpci, coZ narusuje
rovnovahu v uratovém transportu.

Gen ABCG2 (BCRP) lezi na chromozomu 4q22.1 a kéduje stejnojmenny protein ABCG2.
Pozornost v souvislosti se dnou se tomuto genu dostala vroce 2008, kdy byla provedena
celogenomova asocia¢ni studie, kterd odhalila tfi genové lokusy souvisejici s hladinou kyseliny
mocové a dnou. Jednalo se o lokusy v genech ABCG2, SLC2A9 a SLC17A3 (Dehghan et al. 2008).
Pravé jiz drive zminovana nesynonymni varianta p.Q141K (rs2231142) v genu ABCGZ byla i
pozdéji v mnoha studiich opakované potvrzena jako rizikova pro rozvoj dny. V porovnani s wild-
type genotypem pritomnost této varianty, zpasobujici zaménu p.Q141K, vede ke sniZeni
transportu uratu o 53 % (Woodward et al. 2009). Frekvence minoritni alely (MAF) se liSi napric¢
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; Howe et
al. 2021). Zaména p.Q141K se nachazi v ATP-vazebné doméné transportéru ABCG2, zplisobuje
jeji nestabilitu a také sniZenou expresi proteinu (Woodward et al. 2013). Dals$i béZnou variantou
v ABCGZ2 je nesynonymni varianta p.V12M (rs2231137) s hodnotou MAF 6,1 % pro evropskou
populaci a 15,8 % celosvétové. Tato varianta ma na zdkladé metaanalyzy zahrnujici nékolik
riznych populaci protektivni efekt proti vzniku dny (Stiburkova et al. 2017), ackoliv nebyl
prokézan funkéni vliv této varianty na uratovy transport (Higashino et al. 2017). Posledni ¢astou
variantou spojovanou s rizikem dny je varianta vedouci k pred¢asnému vzniku terminac¢niho
kodonu p.Q126X (rs72552713), ktera je béZna v japonské populaci, s MAF 2,4 % (Higashino et
al. 2017). Popula¢ni atributivni riziko bézné se vyskytujicich dysfunkcnich variant v ABCG2
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prispivajicich k hyperurikemii je pres 29 %, coZ je vice, nez kolik predstavuji ostatni rizikové
faktory (Nakayama et al. 2014). DilezZité jsou ovSem i vzacné nesynonymni varianty, které se
vyskytuji s frekvenci mensi nez 0,1 % a vyznamné se podili na nachylnosti jejich nositelt ke
vzniku dny. Funk¢ni analyza téchto variant (p.R147W, p.T153M, p.K360del, p.F373C, p.T421A,
p.T434M, p.S476P, p.S572R, p.D620N) potvrdila jejich dulezitost a vliv, nebot piitomnost
variant ma dopad na expresi proteinu, membranovou lokalizaci a uratovy transport (Toyoda et
al. 2019). Bézné a vzacné varianty jsou nezavisle spojeny srizikem dny, proto je dilezité
vyhodnocovat rizika rozvoje tohoto onemocnéni u kazdého pacienta individualné se znalosti
jeho konkrétniho genotypu (Higashino et al. 2017).

Gen SLC22A12 (z anglického solute carrier family 22 member 12) lezi na chromozomu
11q13.1 a kéduje protein URAT1. Varianty v genu SLC22A12 mohou vést k rendlni hypourikemii
typu 1 (Ichida et al. 2004; Tasic et al. 2011; Stiburkova et al. 2013; Mancikova et al. 2016). Byly
nalezeny i varianty asociované s primarni hyperurikemii (Graessler et al. 2006) a dnou
(Vazquez-Mellado et al. 2007), ale i varianty protektivni proti hyperurikemii a dné - p.R90OH
(rs121907896) a p.W258X (rs121907892) (Sakiyama et al. 2016), coZ doposud nebylo
prokazano ve funkénich studiich.

Gen SLC2A9 (z anglického solute carrier family 2 member 9) je lokalizovan na
chromozomu 4p16.1 a kéduje protein GLUT9. Diky alternativnimu sestfihu se transportér
GLUT9 vyskytuje ve dvou isoformach - GLUT9a, lokalizovan na bazolaterdlni membrané
proximalnich tubuld, a GLUT9b, ktery se nachazi pravdépodobné na membrané apikalni
(Augustin et al. 2004). Varianty vgenu SLC2A9 ovliviiuji urdtovou reabsorpci a mohou
zplsobovat renalni hypourikemii typu 2 (Kawamura et al. 2011; Mancikova et al. 2016). Existuji
i studie, které uvadi spojitost variant v genu SLC2A9 s hyperurikemii a dnou (Meng et al. 2015),
nicméné funkéni analyza neprokazala vliv téchto variant na expresi, lokalizaci ¢i uratovy
transport (Hurba et al. 2014). Varianty v genu SLC2A9 vysvétluji 3 % variance v hladinach sKkM
(Topless et al. 2015).

1.4.3.3. Geny imunitni reakce

Akutni zanétliva reakce pri dnavé atace je komplexni déj, na kterém se podili rozmanité
buniky imunitniho systému, signalni molekuly, inflamazom, transkrip¢ni faktory aj. To vse je
ovlivnéno genetickym pozadim jedince. Prvnim z objevenych genii v souvislosti se dnou z této
skupiny byl gen pro TNF-q, v jehoZ promotoru byl popsan polymorfismus -863C>A signifikantné
spojeny s rozvojem tohoto onemocnéni (Chang et al. 2007). V genu IL1B, ktery kéduje stéZejni
prozanétlivy cytokin dnavé ataky IL-1f, byla nalezena varianta rs1143623 v promotoru genu,
ktera byla signifikantné asociovana se dnou. Dochazi zde ke zvySeni exprese IL-1f, a navic tato

alela znasobuje efekt rizikové nesynonymni varianty rs2043211 v genu CARDS, ktery kdduje
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stejnojmenny protein schopny inhibovat kaspazu-1 (McKinney et al. 2015). V posledni dobé se
do popredi imunogenetickych studii dostal interleukin 37 (IL-37), u kterého byly popsany
vzacné varianty p.A144P, p.G174Dfs*16, p.C181* a p.N182S (rs752113534), které maji vliv na
onemocnéni (Kliick et al. 2020). Geneticka podstata imunitni reakce pii dnavé atace by méla byt
cilem budoucich studii. Vétsi porozuméni tomuto tématu by prispélo k efektivnéjsi diagnostice i
1écbé a mozna by ptineslo i odpovéd na otazku, pro¢ se akutni dnava ataka projevi pouze u
poloviny pacienti se zavaznou hyperurikemii s hladinami sKkM nad 590 pmol/]1 (Dalbeth et al.

2018).
1.4.3.4. Mitochondridlni DNA

Zajimavé vysledky prinesla studie zabyvajici se moZnou genetickou variabilitou
mitochondrii. NiZ8i pocet kopii mitochondridlni DNA (mtDNA) byl asociovan s vy$Sim rizikem
dny, ale ¢astéjsi dnavé ataky byly asociovany s vySsim poctem kopii mtDNA. Dale byly nalezeny
heteroplazmické varianty spojené s rizikem dny (Gosling et al. 2017). V mtDNA byly popsany
geny MT-CO3, MT-TA, MT-TC a MT-TT asociované se dnou (Tseng et al. 2018). Mitochondrie hraji
roli pfi sestavovani a aktivaci NLRP3 komplexu (Elliott et al. 2018), nicméné pro konkrétnéjsi

zavéry a kauzalni vysvétleni téchto vysledki jsou potreba dalsi studie
1.4.4. Epigenetické faktory

Vysledny fenotyp jedince neni urCovan pouze kombinaci jednotlivych genii a jejich
alteracemi. Dal$im vyznamnym faktorem jsou epigenetické zmény, které mohou vyznamné
modifikovat genom. Mezi epigenetické mechanismy radime napt. DNA metylaci, modifikaci
histoni a chromatinu, genomovy imprinting, RNA interferenci a dalsi. Jelikoz variabilita
progrese dny i samotné zanétlivé reakce pri dnavé atace je zatim velkou neznamou, vznikaji
hypotézy, které poukazuji na roli epigenetickych faktort. Do popredi téchto studii se dostaly

v posledni dobé hojné studované microRNA.
1.4.4.1. Metylace DNA

Metylace DNA je epigeneticky mechanismus, kdy jsou pomoci enzyma metyltransferaz
pripojovany metylové skupiny pievazné na cytosin za vzniku 5-metylcytosinu (5mC), nebo
adenin. Tento proces slouzi k regulaci genové exprese bez zasahu do samotné sekvence DNA.
Nejcastéji jsou metylovanymi oblastmi promotory, bohaté na CpG ostrivky (delsi useky
s vysokou frekvenci CpG). Zatim je v této oblasti zveiejnéno pouze nékolik studii, které naznacuji
potencial DNA metylace v patogenezi dny. Recentni studie zabyvajici se metylaci promotorovych

oblasti odhalila sedm genti s odlisSné metylovanymi CpG oblastmi u pacientli se dnou ve srovnani
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s hyperurikemickymi pacienty a normourikemickymi kontrolami. Jeden z gend byl jiz drive
popsan jako asociovany se dnou, u ostatnich genid nebyla tato spojitost znama. Metylace téchto
oblasti nekorelovala s obvyklymi komorbiditami pacientli se dnou (Tseng et al. 2020). Dalsi
studie poukazujici na roli metylace v patogenezi dny odhalila zmény metylace DNA u pacientt se
dnou. Alterace metylace byla prokdzana u rizikovych genli pro dnu a dale vgenech
signaliza¢nich drah vrozené i adaptivni imunity, neurozanétu a osteoklastogeneze (Wang et al.

2020).
1.44.2.  MicroRNA

MicroRNA (zkracené miRNA) jsou kratké, 21-23 nukleotidli dlouhé, nekdodujici RNA,
které posttranskripéné ovlivnuji genovou expresi. Byly objeveny vroce 1993 u modelového
organismu Caenorhabditis elegans (Lee et al. 1993). Kazd4d miRNA miiZe mit jednu nebo vice
cilovych mRNA, na které se vaZze, a tim je blokuje nebo Uplné degraduje. Cilovym mistem pro
vazbu jednovlaknové miRNA je 3" UTR oblast (3' neprekladand oblast, zanglického 3'
untranslated region) vybrané mRNA. MiRNA hraji roli v celé skdle bunécnych déji a zména
v jejich hladinach miiZe signalizovat patologii nebo byt samotnou pri¢inou patologického stavu.
Jsou piitomny v buiikich jako intracelularni miRNA, nebo jsou uvoliiovany do extracelularniho
prostredi, a slouZi tak k mezibuné¢né komunikaci jako extracelularni miRNA. Tyto extracelularni
neboli cirkulujici miRNA mohou potencialné slouzit jako neinvazivni biomarkery.

Prvni studie, ktera se zabyvala roli miRNA u dny, se zamérila na zanétlivou reakci pfti
akutni dnavé atace. Ukazalo se, Ze v mononuklearnich bunkach (PBMC, z anglického peripheral
blood mononuclear cells) pacienti sakutni dnou byla zvySend exprese miR-155. Rovnéz
vystaveni bunék uratovym Kkrystaliim zvySovalo expresi miR-155. To dale vedlo ke sniZeni
hladin proteinu SHIP-1, ktery je znamy jako negativni regulator proliferace, a zvySeni hladin
prozanétlivych cytokind (Jin et al. 2014). Dalsi obdobna studie prokazala zvySeni hladiny miR-
146a indukovanou uratovymi krystaly. Nadmérna exprese miR-146a nasledné potlacovala
expresi prozanétlivych cytokint IL-1f3, pro-IL-18, TNFa, MCP-1 a IL-8 (Dalbeth et al. 2015b).
Dilezitost miRNA v regulaci NLRP3 inflamazomu shrnuje i recentni review, ktera uvadi pres
dvacet miRNA podilejicich se na tomto procesu (Zamani et al. 2020). Nedavna studie popsala
funkci miR-3146 u akutni dnavé ataky, kdy tato miRNA byla zvys$ena v neutrofilech u pacientti se
dnou a zplisobovala tvorbu neutrofilnich extracelularnich pasti, které u dny zvysuji zanétlivou
reakci (Shan et al. 2021).

Dal$im cilem miRNA, kromé mRNA, které jsou exprimovany pii zanétlivé reakci u dny,
mohou byt i mRNA samotnych uratovych transportéri. Velmi zajimavé vysledky prinesla studie,
kterd se zabyvala vlivem varianty p.Q141K vgenu ABCG2Z na zménu RNA inhibice

prostirednictvim miRNA. Pfitomnost této varianty usnadiiuje a zvysuje translacni represi pomoci
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miRNA (Ripperger a Benndorf 2016). U miR-34 bylo popsano, Ze piimo cili na mRNA genu
SLC22A12, jenz kéduje transportér URAT1 (Sun et al. 2015). MiR-143-3p byla u pacientli s
hyperurikemii sniZena a bylo prokazano, Ze pfimym cilem této miRNA je mRNA uratového
transportéru GLUT9 (Zhou et al. 2019).

Mimo vysSe zminéné cile mohou miRNA zasahovat a ovliviiovat také metabolismus
Kyseliny mocCové. U miR-448 bylo zjisténo, Ze miliZe inhibovat expresi genu pro xantinoxidazu
(Knake et al. 2014).

Podle recentni GWAS studie by miRNA mohly hrat roli v nedostatetné objasnéném
rozvoji dny z asymptomatické hyperurikemie. Tato studie objevila tfi genetické lokusy, pricemz
jednim znich byl i rs9952962 blizko genu pro miR-302f, které byly asociované se zanétem

vyvolanym uratovymi krystaly, coZ je posledni stadium dny (Kawamura et al. 2019).
1.4.43. IncRNA

Dlouhé nekédujici RNA (IncRNA, z anglického long non-coding RNA) jsou RNA delsi nez
200 nukleotidli sregulacni funkci, podobné jako miRNA. Stejné jako miRNA jsou i IncRNA
slibnym potencidlnim biomarkerem, a to mimo jiné diky snadné detekovatelnosti v télnich
tekutinach. V oblasti vyzkumu IncRNA u pacientli s primarni hyperurikemii nebo dnou bylo
zatim publikovano pouze nékolik studii. Recentni microarray analyza odhalila témér dva tisice
odliSné exprimovanych IncRNA v PBMC u pacientli se dnou v porovnani s parovymi zdravymi
kontrolami (Zhong et al. 2019). Dal$i aktudlni studie nalezla dvé IncRNA, jejichZ hladiny byly
signifikantné vyssi v PBMC u pacientli se dnou, a dalsi tfi IncRNA, které byly signifikantné
snizené u pacientl se dnou oproti zdravym kontrolam (Qing et al. 2021). Tyto vysledky je
nicméné nutné validovat a funkéné charakterizovat, aby byl vice ziejmy kontext a mechanismus
vlivu IncRNA na patologii dny. Podobné jako u jedné ze studii, ktera ukazuje primy vliv IncRNA-
MM2P na polarizaci makrofagi, a tudiz i na regulaci zanétlivé reakce zpisobené uratovymi

krystaly (Zhang et al. 2020).
1.4.5. Lécba hyperurikemie a dny

Jednou z moznosti 1é¢by hyperurikemie jsou léky na principu inhibice enzymu
xantinoxidazy (XO; EC 1.17.3.2), které snizuji hladiny kyseliny mocové, ale zvySuji hladinu
xantinu a hypoxantinu. Lékem prvni volby z této skupiny je alopurinol, ktery byl schvalen FDA
(americky Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, zangl. Food and Drug Administration) v roce
1966, jedna se tedy a dlouhodobé pouzivany a ovéreny 1ék. Bohuzel pacienti, ktefi jsou nositeli
varianty p.Q141K v genu ABCGZ, maji zhorSenou odpovéd’ na 1é¢bu alopurinolem (Roberts et al.
2017). Tato varianta zapriciniuje horsi schopnost transportu jak uratu, tak i oxypurinolu, coz je

aktivni metabolit alopurinolu. Kromé toho oxypurinol rovnéz inhibuje uratovou reabsorpci
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prostrednictvim GLUTO9. SniZena sekrece oxypurinolu vede tedy ke sniZeni inhibice uratové
reabsorpce proteinem GLUT9, a tim padem k vy$Sim sérovym hladinam uratu (Brackman et al.
2019). Ve standardni klinické praxi je alopurinol dosud nejuZivanéjSim léCivem. DalSim
pouzivanym lékem je febuxostat, ktery je nepurinovym selektivnim inhibitorem X0 a pouZziva se
jako 1ék druhé volby v pripadé kontraindikace nebo intolerance alopurinolu. Na stejné bazi
piisobi i topiroxostat, ktery ale neni v Ceské republice registrovan.

Dalsi moznosti 1écby hyperurikemie je skupina latek, které zvysuji vylucovani kyseliny
mocové prostiednictvim inhibice reabsorpénich transportéri, tzv. urikosurika (napft.
probenecid, benzbromaron nebo lesinurad a dotinurad, coz jsou selektivni inhibitory URAT1).

Posledni cestou, jak snizit prebytecnou kyselinu mocovou, je jeji enzymatické odbourani
pomoci urikazy, kterd u vétSiny ostatnich savcii prirozené metabolizuje kyselinu mocovou na
rozpustnéjSi alantoin. V praxi se, mimo Evropskou unii, pouZzivd pegylovana urikaza
(peglotikaza) (Sherman et al. 2008).

Lécba asymptomatické hyperurikemie je stale predmétem debaty. Hyperurikemie je totiz
nejen rizikovym faktorem dny, ale mize souviset i s jinymi zdravotnimi komplikacemi. Dle
EULAR standardli samotna hyperurikemie nesta¢i pro stanoveni diagndzy a zahajeni lécby
(Richette et al. 2020). Naopak japonské lécebné standardy doporucuji zahajeni l1écby jiz pri
asymptomatické hyperurikemii s hladinou sKM nad 475 pmol/l a recentni japonska studie
ukazuje, Ze véasné zahdjeni terapie hyperurikemie vede ke sniZeni prevalence dny. I pfi stejné
prevalenci hyperurikemie, ktera je v Japonsku podobné jako vjinych zemich okolo 20 %, je
prevalence dny do 2 %, coz je zptsobeno pravé 1écbou asymptomatické hyperurikemie nizkymi
davkami antiuratik (Koto et al. 2020).

Lécba akutni dnavé ataky spociva v podani kolchicinu, nesteroidnich protizanétlivych 1ékt
(NSAIDs, zanglického non-steroidal anti-inflammatory drugs), ptipadné kortikosteroidi.
Kolchicin je znamy jako mitoticky jed, vaZe se na tubulin, ¢imZ naruSuje bunécny cyklus a
inhibuje tak akutni zanétlivou odpovéd. NSAIDs je skupina latek s analgetickym a
protizanétlivym ucinkem, do které patii napt. ibuprofen, naproxen ¢i diclofenac. Pokud neni
moZné pouzit kolichicin ¢i NSAIDs, lze podat glukokortikoidy (napf. prednison). Alternativni
moznosti ke zminénym lIékiim je ve vybranych pripadech cilena biologicka 1écba, pri 1é¢bé akutni
dnavé ataky se vyuzivd monoklonalni protilatky blokujici IL-1p (canakinumab) nebo blokace
receptoru pro IL-1 (anakinra). Dale se doporucuje klidovy rezim a postizené misto je vhodné
chladit.

Jednim z novych 1ékli na sniZeni hyperurikemie, ktery byl studovan na mys$im modelu, je
bergenin, ktery ma imunomodulacni efekt, snizuje hladiny prozanétlivych cytokint IL-6, IL-1f3 a
TNF-a a také zpisobuje polarizaci makrofagi, kdy se z M1 makrofagl, které jsou aktivni pri

akutnim zanétu, stavaji makrofagy M2, jejichz funkce je protizanétliva. Kromeé toho ma bergenin
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také urikosuricky ucinek, a to na zakladé zvySeni exprese ABCGZ vledvinach a stfevu. Dale
zvySuje i expresi SLC2A9 ve stfevu, naopak jeho exprese po podani bergeninu je vledvinach

sniZena (Chen et al. 2020).
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2. 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 pacienti vdnavé atace ve srovnani s

normourikemickou kohortou.

vs

Diléi cile

- Identifikovat kauzalni varianty pro rendlni hypourikemii v genech SLC22A12 a SLC2A9.

- Analyzovat frekvenci variant podminujicich renalni hypourikemii typu 1 u pacientl z

romské populace.
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3. Material a metody

Pouzity materidl a vSechny experimentalni metody jsou detailné popsany v jednotlivych
publikacich, které jsou soucasti predklddané disertalni prace. Souhrn a stru¢né predstaveni

pouzitych metod je uvedeno v nasledujicim textu.
3.1. Izolace DNA/RNA

DNA byla izolovana ze vzorki periferni krve, ktera byla odebirana do zkumavek s EDTA,
pomoci kitu Exgene™ Blood SV mini (GeneAll), ktery je zaloZen na principu purifikace DNA pres
kiremicCitou membranu v kolonce. Dal$i 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 pacientii uchovavané v —80 °C pomoci
miRNeasy Serum/Plasma Kitu (Qiagen). Principem tohoto kitu je kombinace Trizolu a
kiremicitych kolonek. Nasledné byla provedena reverzni transkripce vyizolované RNA za pouziti
TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kitu (ThermoFisher), ktera se sklada ze 4 kroki:
pridani poly(A) sekvence na 3' konec, pfidani adaptorové sekvence na 5' konec, reverzni

transkripce do cDNA a miRNA amplifikace.
3.2. PCR

Pfed sekvenovanim byla provedena polymerazova retézova reakce (PCR). Pro kédujici
sekvence analyzovanych geni byly navrzeny specifické primery. Pro jednotlivé exony byly dale
optimalizovany teploty reakce, predevSim pro krok nasedani (annealing) primerd. NamnoZené
useky DNA byly na zavér ovéfeny pomoci elektroforézy. Poslednim krokem pied sekvenacéni

reakci bylo precisténi PCR produktd pomoci Presto 96 Well PCR Cleanup Kitu (Geneaid).
3.3. Sangerova metoda sekvenovani

Sekvenacni reakce je modifikovana PCR reakce, kdy dochazi knamnozeni raGzné
dlouhych tusekli zakoncenych fluorescencné znacenymi dideoxynukleotidy (ddNTPs).
K sekvenacni reakci byl pouzit jeden specificky primer a BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (ThermoFisher). Samotné sekvenovani bylo provedeno na c¢tyrkapilarnim

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 part specifickych primerd, jejichz produkty se lisi
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v pripadé ne/pritomnosti sledované nukleotidové zamény. Tuto metodu jsme vyuZivali pro

zjisténi genotypu u vzorki z kontrolni skupiny.
3.5. qPCR

Metoda kvantitativniho PCR umozinuje sledovat kvantitativni nartst produktu v Case,
proto je také nékdy oznacovana jako real-time PCR. V naSem piipadé 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-1, 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-1§,
PDGF-BB, RANTES, TNF-a, VEGF) v plazmé pacientt 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

pritokové cytometrie.
3.7. Funkeni studie

Nesynonymni varianty nalezené ve studovanych genech byly dale ovérovany ve spolupraci
s Pfirodovédeckou fakultou UK a s japonskou University of Tokyo Hospital ve funk¢nich studiich,
aby se potvrdil nebo vyvratil jejich predpokladany dopad podle predik¢nich programt (napf.
SIFT a PolyPhen). Funkéni studie byly provadény na buiitkach HEK293A nebo oocytech Xenopus
laevis. Pomoci klonovacich vektorii (plazmid) byla provedena transfekce bunék, do nichz byla
vloZena mutantni (separatné pro jednotlivé varianty) a wild-type DNA (v pripadé HEK293A) ¢i
mRNA (v ptipadé oocyti). Nasledné byla ovérena exprese proteinu metodou Western blot.
Imunocytochemickymi metodami byla poté detekovana lokalizace proteinu. Schopnost pienosu

uratu byla sledovana za vyuziti radioaktivné znaceného uratu.
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4.2. Souhrn publikovanych vysledkii
4.2.1. Funkéni analyza vzacnych variant v genu ABCG2

Uvod: Gen ABCG2 kéduje stejnojmenny protein zajistujici exkreci uratu, ktery je exprimovan
v ledvinnych tubulech a stfevu. Nékteré Casté varianty v tomto genu byly jiz dfive popsany i
funk¢né charakterizovany, nicméné existuje i velké mnozstvi vzacnych variant, které mohou mit
rovnéz vyznamny dopad na funkci tohoto proteinu a které doposud popsany nebyly.

Cile prdce: Cilem studie byla funk¢ni charakterizace deviti vzacnych variant v genu ABCG2
nalezenych u 250 pacientl s primarni hyperurikemii nebo dnou.

Metody: Kddujici oblasti genu ABCGZ2 byly amplifikovany a sekvenovany za pouziti Sangerovy
metody. Funkéni analyza zahrnovala piipravu expresnich vektorl sjednotlivymi variantami
genu ABCGZ2, vypéstovani bunécné kultury HEK293A, transfekci bunék, Western blot a také
testovani funkce jednotlivych variant pro transport urdtu za pouZziti expresniho systému v
oocytech Xenopus laevis.

Vysledky: V kohorté pacientl s primarni hyperurikemii a dnou bylo odhaleno celkem 11
nesynonymnich variant v genu ABCG2: bézné se vyskytujici varianty p.V12M (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 tiibazova 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 buné¢nou
lokalizaci. Proteiny s témito variantami nebyly lokalizované na plazmatické membrané, coz
znemoznilo jejich transportni funkci. Varianty p.T153M a p.F373C také sniZzily expresi (na <50 %
oproti WT) a kvantitativné tak zhorsSily transport urdtu. 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.

Zaveér: Studie odhalila vzacné varianty v genu ABCGZ2 a jejich negativni dopad na transport uratu,

coz poukazuje na dilezitost individualniho screeningu rizikovych alel u kazdého pacienta.

Plny text originalniho ¢lanku je v Ptiloze 1.

Autorsky podil na ¢lanku: ¢astecna sekvenace genu ABCGZ2.
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4.2.2. Dysfunk¢éni varianty vgenu ABCG2 asociované s familidarni

hyperurikemii a casnym nastupem dny

Uvod: Gen ABCG2 kéduje jeden zhlavnich uratovych transportérii a nékteré varianty maji
negativni dopad na jeho funkci. Byly popsany dysfunkcni varianty spojené srozvojem dny
v dospélosti, ale je nedostatek studii, které by fteSily varianty asociované srozvojem
hyperurikemie a dny u déti a dospivajicich. V jedné nasi predchozi studii jsme publikovali vyskyt
dysfunk¢nich variant v genu ABCG2 a jejich Cetnost u 31 pediatrickych pacienti (Stiburkova et
al. 2019b). Zde uvedena studie popisuje kazuisticky pripad pediatrické pacientky s hladinami
sKM okolo 400 umol/1.

Cile prdce: Cilem studie bylo nalézt kauzalni dysfunk¢ni varianty v genu ABCG2 a funk¢né je
charakterizovat.

Metody: Byla provedena sekvenace genu ABCGZ2 u probandky a jejich rodinnych prislusnika
s hyperurikemii a funk¢n{ analyza nalezenych variant.

Vysledky: U 12leté pacientky romského etnika, ktera méla dlouhotrvajici asymptomatickou
hyperurikemii, byly nalezeny dvé vzacné varianty v genu ABCGZ2 v heterozygotni formé -
p-M1311 (rs759726272) a p.R236X (rs140207606). Tyto varianty byly nalezeny i u rodinnych
prislusnikii z matei'ské linie. Obé varianty mély signifikantné negativni dopad na funkci
transportéru ABCG2, varianta p.M131I sniZovala funkci na ptiblizné 14 %, zatimco varianta
p-R236X na nulu.

Zavér: Pri diagnostice pediatrickych pacienti by neméla byt opomijena moznost pric¢iny
hyperurikemie zplisobend velmi ojedinélymi a vzacnymi variantami v genu ABCGZ2, zejména
pokud se diagnéza objevila jiz drive vrodiné pacienta. V¢asné urceni presné diagnézy také

prinasi moznost individualniho nastaveni a na¢asovani 1écby.

Plny text originalniho ¢lanku je v Ptiloze 2.

Autorsky podil na ¢lanku: ¢astecna sekvenace genu ABCG2.
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4.2.3. Interakce varianty p.Q141K v genu ABCG2 s klinickymi daty a hladinou

cytokini u pacientii s primarni hyperurikemii a dnou

Uvod: Varianta p.Q141K (rs2231142) vgenu ABCG2 je jiz diive popsand a prokazateln&
asociovana s hyperurikemii a dnou (Matsuo et al. 2009). Pritomnost této varianty snizuje
transport uratu o 53 % (Woodward et al. 2009). Mezi znamé rizikové faktory spojované se dnou
patfi napft. vyssi vék, vyssi hodnoty BMI a CRP (C-reaktivni protein).

Cile prdce: Cilem této studie bylo vyhodnotit podil vlivu rizikovych a genetickych faktori
(dysfunkéni alely p.Q141K) na rozvoj dny. Dil¢im cilem byla analyza 27 cytokinti, pricemz nasi
otazkou bylo, zda se jejich hladiny liSi mezi jednotlivymi diagnézami a jaky je vztah mezi
hladinou cytokinli a piitomnosti rizikové varianty p.Q141K, nebot tato varianta ma vliv na
snizeni exprese (Woodward et al. 2013), zatimco nékteré cytokiny mohou expresi zvySovat
(Mosaffa et al. 2009).

Metody: Ke zjiSténi pritomnosti varianty p.Q141K byla pouZita pfima sekvenace exonu 5 genu
ABCG2. Hladiny 27 cytokind byly zméreny prostirednictvim screeningového panelu na pristroji
Luminex.

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$si hodnoty BMI i vy$si hodnoty CRP. AvSak
pacienti vnasi kohorté, ktefi byli nositeli alely p.Q141K, byli mlad$i nez pacienti bez této
Podobné také hodnoty BMI a CRP byly u pacienti zatiZenych rizikovou variantou nizZsi nez u
ostatnich pacientli. Hodnoty GFR (glomerularni filtracni rychlost) byvaji u pacientl
s hyperurikemii a dnou sniZené z dvodu zhorSené funkce ledvin. Nicméné nositelé varianty
p-Q141K méli tyto hodnoty signifikantné vyssi. Neprokazali jsme Zadnou asociaci s piritomnosti
varianty p.Q141K a hladinou 27 vybranych cytokint. Nasli jsme pouze zvySenou hladinu 11
z nich u pacientli v dnavé atace, coZ odpovida jejimu mechanismu, kterym je imunitni reakce na
uratové krystaly.

Zaveér: Nositelé nesynonymni alely p.Q141K maji riziko hyperurikemie a dny v mladsim véku,
pti niz§im BMI i CRP a s vysSimi hodnotami GFR v porovnani s pacienty, ktefi si nenesou tuto
genetickou zatéz. Mizeme tedy vsouhrnu konstatovat, Ze genetické riziko v podobé této
dysfunk¢ni varianty znatelné zhorsSuje nebezpeci rozvoje onemocnéni i pro jedince, ktef'i nejsou

zatiZeni ostatnimi rizikovymi faktory.

Plny text originalniho ¢lanku je v Ptiloze 3.

Autorsky podil na ¢lanku: analyza hladin cytokinti, psani ¢asti textu ¢lanku.
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4.2.4. Hladiny nékolika cirkulujicich miRNA se li$i u pacientii s hyperurikemii,
dnou a pacienti vdnavé atace ve srovnani snormourikemickymi

kontrolami

Uvod: miRNA jsou v poslednich letech hojné studovany, v ptipadé cirkulujicich miRNA hlavné
pro jejich potencial vyuziti jako neinvazivnich biomarker. Nasim primarnim zajmem byla
odpovéd’ na otdzku, zda existuji miRNA, které by se liSily mezi jednotlivymi diagndzami, a které
by tedy hraly roli v progresi onemocnéni. Neni totiz dosud objasnéno, jakym zpisobem a proc
pouze u nékterych jedincl s pretrvavajici hyperurikemii dochazi k progresi do Kklinicky
definovatelné dny.

Cile prdce: Nasim cilem bylo vytipovat a nasledné ovérit miRNA, které by se v plazmé pacientti
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 cytokint a klinickymi/biochemickymi parametry.

Metody: Celkova RNA, véetné miRNA, byla izolovana z plazmy pacienti s hyperurikemii a dnou a
normourikemickych kontrol. Exprese 18 vybranych miRNA byla métena za pouZiti TagMan sond
metodou qPCR.

Vysledky: Vysledkem nasi analyzy je pét miRNA (miR-17, miR-18a, miR-30c, miR-142 a miR-
223), jejichz plazmatické hladiny byly zvySené u pacientd 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). Témeér vsechny ze studovanych miRNA byly pozitivné korelovany s hladinou CRP, ktery je
ukazatelem akutni zanétlivé reakce. Pét miRNA bylo pozitivné korelovano s hladinou sérového
kreatininu, tim padem zarovein negativné korelovdno s hodnotou odhadované GFR, ktera se
ziskava vypoctem rovnice, ktera zahrnuje vék, pohlavi a hladinu sérového kreatininu. Na zakladé
studie popisujici vliv varianty p.Q141K v genu ABCGZ na usnadnéni posttranskrip¢éni regulace
skrze miRNA (Ripperger a Benndorf 2016) jsme analyzovali souvislost mezi hladinami
jednotlivych miRNA a pfitomnosti varianty p.Q141K u zkoumanych jedincti. Zadna signifikantni
vazba mezi témito parametry vSak nebyla nalezena.

Zavér: Byly nalezeny extracelularni miRNA, jejichZz exprese se liSila v plazmé pacienti ve
srovnani s normourikemickymi kontrolami, ale hladiny zadné miRNA, nebyly signifikantné
odlisSné mezi jednotlivymi fazemi onemocnéni. Dale byla objevena korelace hladin miRNA a
cytokinu MCP-1, CRP, sérového kreatininu a GFR. Je zapottebi dalSich studii, které by objasnily

mechanismy zjisténych korelaci.

Plny text originalniho ¢lanku je v Ptiloze 4.

Autorsky podil na ¢lanku: izolace a qPCR analyza miRNA, sepsani vétSiny textu ¢lanku.
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4.2.5. Vlivvariant v genech SLC2A9 a SLC22A12 na rozvoj hyperurikemie a dny

Uvod: Mezi hlavni transportéry podilejici se na reabsorpci uratu patii i proteiny URAT1 a GLUT9
kédované geny SLC22A12 a SLC2A9. V minulosti byly u téchto genli popsané patogenni varianty
asociované s vysokymi hladinami sKM, hyperurikemii a dnou (Vitart et al. 2008; Vazquez-
Mellado et al. 2007).

Cile prdce: Cilem této prace byla sekvenace kddujicich oblasti genti SLC2A9 a SLC22A12,
identifikace jednotlivych variant a urceni jejich cetnosti v kohorté pacientli s primarni
hyperurikemii a dnou. Dale porovnani vyslednych dat s biochemickymi a klinickymi parametry a
konecné také srovnani ve vztahu k polymorfismiim nalezenym v genu ABCGZ.

Metody: Kohorta pacientdi vychazela z predeslé studie, u které byl sekvenovan gen ABCGZ2, tj.
250 jedinci sprimarni hyperurikemii nebo dnou. Kddujici oblasti genl byly nejprve
amplifikovany a poté sekvenovany pomoci Sangerovy metody.

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 tii intronové varianty. Nékteré varianty byly ¢astéjsi ve studované kohorté
nez v evropské populaci, naopak dvé nesynonymni varianty - p.V282I a intronova varianta
¢.1002+78A>G (rs6823877) byly méné casté a byl u nich jiz diive popsan protektivni efekt
snizujici riziko dny (Meng et al. 2015). Varianta p.A17T a jedna z intronovych variant v genu
SLC2A9 byla castéjsi u pacientl se dnou oproti pacientlim s hyperurikemii. Naopak u pacientt
s hyperurikemii byly castéjsi tfi intronové varianty vgenu SLC2A9. U nositeli nékteré
z rizikovych alel v genu ABCGZ2 se objevilo vyssi riziko pritomnosti varianty p.D281H a nizsi
riziko homozygotni formy varianty p.P350L vgenu SLC2A9. Naopak pacienti s jednou
z intronovych variant vgenu SLC2A9 vykazovali niz$i pravdépodobnost piitomnosti
dysfunk¢nich variant v genu ABCG2.

Zaveér: Existuji varianty v genech SLC2A9 a SLC22A12, které se cCastéji vyskytuji u pacientt
s hyperurikemii/dnou. Ve shodé s vysledky predchozich studii jsme potvrdili pozitivni dopad
variant p.V282I and c.1002+78A>G v genu SLC2A9 na sniZeni rizika dny a negativni ptinos
varianty p.N82N v genu SLC22A12, ktera riziko zvySuje.

Plny text originalniho ¢lanku je v Ptiloze 5.

Autorsky podil na ¢lanku: ¢astecna sekvenace genti SLC2A9 a SLC22A12.
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4.2.6. Renalni hypourikemie typu 1 u romské populace na vychodnim

Slovensku

Uvod: Evropska romska populace mé vysokou frekvenci dysfunkénich variant v genu SLC22A412,
které vedou krendalni hypourikemii typu 1. Jedna se konkrétné o variantu p.L415_G417del
vexonu 7 a p.T467M (rs200104135) vexonu 9, které se u zminéné populace vyskytuji
s frekvencemi 1,9 % a 5,6 % (Stiburkova et al. 2016).

Cile prdce: Cilem této studie bylo identifikovat konkrétni varianty v genech SLC22A12 a SLC2AS9.
Dale zjistit, zda se v kohorté romskych pacientl vyskytuje renalni hypourikemie typu 1 nebo
typu 2, pripadné ktera pirevazuje.

Metody: U pacientl a jejich rodinnych prislusniki (celkem 27 jedincti z 11 rodin) s hypourikemii
byly sekvenovany kddujici oblasti genti SLC22A12 a SLC2A9.

Vysledky: U kohorty 9 probandtl a jejich 18 piibuznych byly v genu SLC22A12 objeveny tri
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 pacienti 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 jedincti, delece p.L415_G417del nebyla viibec detekovana. Absence delece u této
subkohorty je pravdépodobné zptisobena genetickym driftem. V genu SLC2A9 bylo nalezeno 12
intronovych variant, tfi synonymni varianty a ¢tyti béZné nesynonymni varianty.

Zavér: V romské populaci se vyskytuji specifické polymorfismy, coz je zptisobeno izolovanosti
populace a vysokou mirou pribuzenskych snatki. Z hlediska renalni hypourikemie typu 1 se
v romské populaci jinak vzacné varianty v genu SLC22A12 vyskytuji ¢astéji, coz by nemélo byt

opomijeno pri diagnostice.

Plny text originalniho ¢lanku je v Ptiloze 6.
Autorsky podil na ¢lanku: sekvenace genti SLC22A12 a SLC2A9, ptiprava dat, tabulek a obrazkt

k ¢lanku.
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4.2.7. Charakterizace nové dysfunk¢ni varianty v genu SLC22A412 u pediatrické

pacientky s hypourikemii

Uvod:  Pediatrickd  pacientka se  suspektni dédi¢nou rendlni  hypourikemii
(pretrvavajici hypourikemie (67-70 pumol/l) a hyperurikosurie FE KM (24-34 %)) byla po
vylouceni ostatnich pricin hypourikemie odesldna na genetické vySetfeni. Dédi¢nd renalni
hypourikemie je zptisobena dysfunkénimi variantami v genu SLC22A12 nebo SLC2A9.

Cile prace: Cilem této kazuistiky bylo potvrdit diagn6zu renalni hypourikemie, zjistit konkrétni
genetické varianty zptsobujici tento stav a funk¢né je charakterizovat.

Metody: Byla provedena genetickd analyza geni SLC2A9 a SLC22A12 a funk¢ni analyza
nesynonymni varianty p.R325W na expresnim systému Xenopus laevis.

Vysledky: V genu SLC2A9 byly nalezeny bézné se vyskytujici nesynonymni varianty p.G25R
(rs2276961), p.V2821 (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 funkcéné
charakterizovana jiz diive, kdy byl prokazan jeji dopad na sniZeni exprese a transportni funkce
proteinu URAT1 (Tasic et al. 2011). Nové identifikovana varianta p.R325W byla dle predikénich
programi potencialné poskozujici. Tento odhad poté potvrdila i provedena funk¢ni analyza,
ktera ukazala, Ze i tato varianta ma negativni vliv na reabsorpci uratu.

Zavér: Dédicna renalni hyperurikemie je vzacné, nicméné Casto nerozpoznané onemocnéni,
které muze vést k nefrolitidze, pripadné k akutnimu selhani ledvin. Z tohoto divodu je dilezité
vénovat pozornost individudlnim pri¢indm hypourikemie a v piipadé podezieni na dédicnou
renalni hypourikemii provést genetickou analyzu gent SLC2A9 a SLC22A12, které kdduji hlavni

uratové reabsorp¢ni transportéry.

Plny text originalniho ¢lanku je v Ptiloze 7.

Autorsky podil na ¢lanku: sekvenace genti SLC2A9 a SLC22A12.
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5. Diskuze

ABCG?2 je hlavni uratovy exkrec¢ni protein exprimovany v proximalnich tubulech ledvin a ve
strevé. Protein ABCG2 je slozen z 655 aminokyselin, potencialné je tedy 655 mist, kde miize
disledkem bodové nesynonymni mutace vzniknout zaména aminokyseliny zptsobujici defekt
proteinu. Kromé toho se mohou vyskytovat i jiné typy mutaci, jako jsou inzerce, delece, posuny
Cteciho ramce apod. Nesynonymni varianty v genu ABCG2 mohou mit zadsadni 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 (Dehghan et al. 2008), sniZuje uratovou
exkreci 0 53 % oproti wild-type alele (Woodward et al. 2009). Tato varianta vede k nestabilité
v ATP-vazebné doméné, coz zplisobuje sniZenou expresi proteinu (Woodward et al. 2013).
Kromé toho souvisi se zhorSenou odpovédi na nejcastéji pouzivany lék potlacujici tvorbu
kyseliny mocové - alopurinol (Wen et al. 2015; Wallace et al. 2018). 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 ¢etnosti 14 % (dle databaze Ensembl; Howe et al. 2021).

Dtilezité je u pacientli s diagnézou primarni hyperurikemie nebo dny sledovat nejen ¢asto se
vyskytujici varianty, ale také vzacné a populacné specifické varianty s frekvenci pod 1 %.
Identifikace a funkcni charakterizace vzacnych variant v genu ABCGZ2 byly hlavnim cilem studie
Functional Characterization of Clinically-Relevant Rare Variants in ABCGZ Identified in a Gout and
Hyperuricemia Cohort (Toyoda et al. 2019). Vtéto studii bylo vkohorté 250 pacientl
s hyperurikemii nebo dnou nalezeno kromé dvou béznych a dobie popsanych variant i devét
vzacnych variant v genu ABCG2, které byly dale studovany z hlediska jejich funkéniho dopadu.
Sest z téchto variant mélo negativni dopad na funkci proteinu z déivodu sniZené exprese, chybné
lokalizace nebo poskozeni transportni funkce. Zasadnim ptinosem studie je prokazani vlivu
vzacnych nesynonymnich variant nalezenych v evropské populaci na funkci transportniho
proteinu ABCG2. Soubézné s nasi studif provadeéli funkéni analyzu nékolika variant v ABCGZ i na
Mad'arské akademii véd, jejich publikace vysla o nékolik meésici pozdéji. Tato analyza
zahrnovala Sest vzacnych variant, které byly analyzovany i v nasi 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 padem 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 1isi od
zavéra 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
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negativni dopad na funkci proteinu, nicméné vysledky nejsou zcela jednoznacné a dle naSich
zavérd varianty p.T434M i p.S476P transportni funkci proteinu snizuji. Drobné rozdily ve
vysledcich a zavérech studii lze vysvétlit odchylkami v metodice experimentli, kdy napft.
v mad'arské studii byly pouzity kromé HEK293 bunék i HeLa bunky (Zambo et al. 2020).

Dilezitost zkoumani populacné specifickych vzacnych variant jsme potvrdili také studii
Identification of Two Dysfunctional Variants in the ABCGZ2 Urate Transporter Associated with
Pediatric-onset of Familial Hyperuricemia and Early-Onset Gout (Toyoda et al. 2021). Tato studie
je zaloZena na pripadu 12leté romské pacientky s hyperurikemii, u které byly nalezeny dvé
vzacné varianty vgenu ABCGZ2, p.M1311 (rs759726272) a p.R236X (rs140207606), které
zplsobovaly snizenou az nulovou transportni funkci proteinu ABCG2. Obé tyto varianty maji
napric¢ riznymi populacemi nulovou frekvenci (dle databaze Ensembl; Howe et al. 2021), v nasi
kohorté romskych pacientd byly objeveny u této pacientky, jejich tfi pribuznych z matciny
strany a dale u dvou nesouvisejicich piipadii romskych pacientli, nicméné v kohorté pacientti
s primarni hyperurikemii a dnou, ktera cita témér 400 jedincd, 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 (Zelinski et al. 2012). Na vyznam vzacnych
variant upozornila i japonska studie, kterd u 480 pacientli se dnou odhalila tfi Casté a 19
vzacnych nesynonymnich variant v genu ABCG2 a poukazala na nezavislost ¢astych a vzacnych
nesynonymnich variant a zadsadni dopad na riziko dny u obou téchto skupin (Higashino et al.
2017). Pouze jedna z 19 vzacnych nesynonymnich variant z citované studie byla nalezena i v
Ceské kohorté 250 pacienti s primarni hyperurikemii ¢i dnou, konkrétné varianta p.K360del
(Toyoda et al. 2019). Zavéry uvedenych studii potvrzuji dileZzitost individualniho pristupu
k pacientlim s ohledem na populac¢né specifické rozdily.

Znalost genetickych predispozic jedince je diilezita z hlediska moZnosti rozvoje onemocnéni,
pripadné predikce jeho progrese. Navic miize pomoci pii nastaveni lécby, protoze jedinci
s variantou p.Q141K maji signifikantné sniZenou odpovéd’ na alopurinol (p = 3x10-7) (Wen et al.
2015; Roberts et al. 2017), a i pti podavani vice nez 300 mg denné jejich hladina kyseliny
mocové neklesd pod 360 mmol/1 (Wallace et al. 2018). Informace o genetickych predispozicich
pacienta by tedy mohla jiz od pocatku slouzit k ipravé davkovani nebo ke zvoleni alternativniho
1é¢iva, varianta p.Q141K nema vliv na odpoveéd na terapii febuxostatem (Stamp et al. 2019).

VySe zminovana varianta p.Q141K se vzhledem k Cetnosti a zavaznosti jejiho dopadu stala
predmétem zajmu dalSich studii. V jedné ze studii, které jsou podkladem této disertacni 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 (Horvathova et al. 2019).

Zavérem nasi studie je zjiSténi, Ze u nositeld rizikové varianty p.Q141K se nastup onemocnéni
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projevi drive, a to i za mensSiho prispéni dalSich rizikovych faktort. Nase zavéry jsou ve shodé
s rozsahlou japonskou studii, kde byla zjisSténa populacni atributivni rizika (PAR) genetickych i
environmentalnich rizikovych faktor progrese hyperurikemie. Dysfunkce ABCG2 zplisobena
béZnymi patogennimi variantami p.Q141K a p.Q126X je signifikantné vy$Sim rizikem (PAR 29
%) nez ostatni rizikové faktory (nadvaha/obezita, konzumace alkoholu, vyssi vék), s vyjimkou
pohlavi (Nakayama et al. 2014). V nas$i kohorté méli jedinci zatiZeni variantou p.Q141K riziko

rozvoje onemocnéni v nizsim véku (p=0,004), pti nizsim BMI (p=0,056), nizsim CRP (p=0,007) a

vvvvvv
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nositeli alespon jedné z téchto alel, naopak u pacientd nad 60 let mélo alespoi jednu poskozujici
variantu pouze 30 %. Median véku nastupu onemocnéni byl 42 let u pacientt s alespon jednou
poskozujici variantou, u pacientd bez pritomnosti takové varianty pak 48 let (Stiburkova et al.
2017).

Soucasti této studie byla i analyza 27 cytokind, kterd ukazala signifikantni zvySeni 12
cytokinii v plazmé pacientl v akutni dnavé atace a dale sniZeni tech cytokini (eotaxin, MCP-1 a
RANTES) u vSech skupin pacientii ve srovnani s normourikemickymi kontrolami. Hypotézou,
ktera nas k této analyze vedla, byl predpoklad, Ze by se hladiny nékterych cytokinti mohly liSit
mezi skupinami a mohly by tak pomoci odliSit pacienty s hyperurikemii a pacienty se dnou, ktef{
jiz nékdy v pribéhu své diagndzy prodélali dnavou ataku. Vysledky nasi studie vSak tuto
hypotézu nepotvrdily. Z vysledkli recentni Spanélské studie ovSem vyplyva, Ze plazmatické
hladiny nékterych cytokinti, konkrétné IL-18, sIL-6R a RANTES u pacientli se dnou pozitivné
koreluji s velikosti uratovych krystalti (Diaz-Torne et al. 2021). Tyto vysledky ¢astecné souhlasi
s nasi hypotézou, prestoze pravé cytokin RANTES byl v nasi kohorté sniZeny v plazmé pacienti
s hyperurikemii, dnou a dnavou atakou.

Prozanétlivé cytokiny IL-1f3 a TNFa mohou mit vliv na zvySeni exprese genu ABCG2 (Mosaffa
et al. 2009). Naopak varianta p.Q141K vede ke sniZen{ hladiny jeho exprese (Kondo et al. 2004).
Nenalezli jsme Zzadny signifikantni rozdil v plazmé pacientd s hyperurikemii v porovnani
pacientli se dnou, piipadné u pacientli béhem dnavé ataky, ani Zadnou souvislost s variantou
p-Q141K. Hladina cytokini tedy pravdépodobné nesouvisi s prechodem ze stavu hyperurikemie
do Kklinicky definovatelné dny.

Z tohoto diivodu jsme se dale zamérili 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 (Bohatd et al. 2021).
MicroRNA jsou v poslednich letech hojné studované, zejména pro jejich potencial neinvazivnich
biomarkerti. MicroRNA ovliviiuji expresi az 60 % genl koédujicich proteiny (Friedman et al.

2009), a tak hraji roli ve vétsiné bunécnych procest. Zatimco napft. u nadorovych onemocnéni,
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kde je velky tlak na nalezeni vhodnych biomarkerd, vyslo jiz velké mnozstvi publikaci na téma
miRNA, u hyperurikemie a dny je mnozstvi podobnych publikaci omezené. Nasim cilem bylo
najit potencidlni miRNA, které by se mohly liSit mezi skupinami pacientli s primarni
hyperurikemii, dnou a dnavou atakou anormourikemickymi kontrolami. Objevili jsme pét
miRNA, které byly signifikantné zvySené v plazmé pacientl s hyperurikemii a dnou ve srovnani
s kontrolami. Nenasli jsme miRNA, které by se liSily mezi skupinou hyperurikemickych pacienti
a pacientli se dnou ¢i akutni atakou, prestoze existuji studie, které poukazaly na regulaci
inflamazomu NLRP3 prostrednictvim miRNA, konkrétné napt. miR-223-3p negativné reguluje
expresi NLRP3, ¢imzZ potlacuje aktivitu inflamazomu (Bauernfeind et al. 2012; Wang et al. 2021).
Ocekavali jsme tedy, Ze pacienti v pribéhu dnavé ataky, piipadné jedinci s klinicky definovanou
dnou, budou mit odliSné hladiny plazmatickych miRNA v porovnani s jedinci s hyperurikemii.
Vysledky ale naznacuji, Ze zanétliva aktivita spojena s vyssi expresi regulujicich miRNA by mohla
probihat jizZ u pacientti s hyperurikemii, nebot hladiny miRNA se u nich neliSily od ostatnich
skupin pacientli. Krystaly uratu, které jsou pohlceny makrofagy, aktivuji NLRP3 inflamazom
u asymptomatické hyperurikemie, a jejich pritomnost byla nalezena u 15 % pacientl
s asymptomatickou hyperurikemii (Wang et al. 2018a). Je tedy mozné, Ze u téchto pacientl
probiha zanétliva reakce na krystaly uratu jiZ v této fazi onemocnéni, a proto by biomarkery pro
progndézu onemocnéni mély byt nezavislé na zanétlivych procesech. Navic hyperurikemie sama o
sobé prispiva k produkci cytokinli a zvySuje tak markery chronického zanétu (Crisan et al.
2016). V posledni dobé fada studii feSi otazku autoinflamatornich znakl dny. ProtoZe stale
nezname pricinu konverze hyperurikemie do dny, zacaly se nékteré studie zabyvat zanétlivou
slozkou onemocnéni, nebot' se zd4, Ze hlavni pticinou, pro¢ u nékoho vznika reakce na uratové
krystaly drive, je individuadlni 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 cytokind, 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
(Kanellis et al. 2003; Grainger et al. 2013). 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 napfiklad i miR-126 (Arner et
al. 2012) nebo miR-223 (Ding et al. 2018). Nicméné existuji i prace, které uvadi opacny trend,

napt. pozitivni korelaci miR-142 a MCP-1 u systémového lupus erythematodes (Wang et al.
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2016). Protichiidné zavéry tedy vyZaduji dalsi studie pro objasnéni cilovych mRNA uvedenych
miRNA.

Geny SLC22A12 a SLC2A9 kéduji proteiny URAT1 a GLUT9, které slouZzi k reabsorpci uratu
(Enomoto et al. 2002; Vitart et al. 2008). Oba tyto geny jsou spojované s dédicnou renalni
hypourikemie typu 1) nebo proteinu GLUT9 (renalni hypourikemie typu 2).

Nicméné u obou uvedenych genii 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.I305S a p.A680T, avsak tyto varianty nebyly dale
funkcné charakterizovany (Vazquez-Mellado et al. 2007). Nékteré varianty v genu SLC2A9 jsou
rovnéz spojovany s hladinou kyseliny mocCové a dnou. Jednd se napt. o variantu p.V282I
(rs16890979) (Dehghan et al. 2008), 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 s hyperurikemii, nebyly potvrzeny funkénimi studiemi (Hurba et al.
2014). Vzhledem k pretrvavajicim nejasnostem a protichidnym zavértim studii byla pfredmétem
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 pacientd s primarni hyperurikemii nebo dnou (Pavelcova et al. 2020). V této kohorté
nebyly nalezeny 7adné nesynonymni varianty vgenu SLC22A12, ale bylo nalezeno pét
synonymnich variant a tfi varianty intronové. Vgenu SLC2A9 bylo nalezeno sedm
nesynonymnich variant, pét synonymnich a celd tfada intronovych variant. Ve shodé
s predchozimi studiemi jsme v na$i kohorté popsali nesynonymni variantu p.V282I
(rs16890979) v genu SLC2A9, kterd byla méné casta v nasi kohorté nez v evropské populaci a
byla jiz drive popsana jako varianta sniZujici riziko dny o 56 % (Meng et al. 2015) a synonymni
variantu p.N82N (rs3825017) v genu SLC22A12 asociovanou s hyperurikemii (Cho et al. 2015).
Funk¢ni dopad nesynonymni varianty p.V282I je vSak dle predik¢nich programi benigni (SIFT
0,13, PolyPhen 0,206), zaroveii ani funkcni studie neprokazala vliv varianty na funkci proteinu
(Hurba et al. 2014).

Zatimco role gent SLC22A12 a SLC2A9 v kauzalité primarni hyperurikemie a dny je stale
nevyjasnéna, jejich pfimy vliv na vznik RHUC1 a RHUC2 je ziejmy. Plvodné byla RHUC1
povazovana za onemocneéni s vyskytem pouze v Asii, protoze prvni kazuistické studie pochazely
z Japonska a Korey (Ichida et al. 2004; Lee et al. 2008). V soucasné dobé jsou ovSem znamé i
kauzalni varianty specifické pro jiné populace, napt. p.G366R, p.T467M a p.L415_G417del
nalezené v Ceské populaci, u nichz funkéni studie potvrdily negativni dopad na lokalizaci a funkci

(Stiburkova et al. 2013).
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Dalsi publikace, ktera je podkladem této prace Renal Hypouricemia 1: Rare Disorder as
Common Disease in Eastern Slovakia Roma Population te$i diagnézu dédicné renalni
hypourikemie u skupiny slovenskych romskych pacientd a jejich rodin (Stiburkova et al. 2021).
Byly nalezeny varianty p.L415_G417del a p.T467M (rs200104135) v genu SLC22A12, které se
svyssi Cetnosti vyskytuji pravé vromské populaci (Stiburkova et al. 2016). Delece
p.L415_G417del ma zdsadné negativni vliv na schopnost prenosu uratu, vede ke sniZeni na
tretinu oproti WT alele. Rovnéz varianta p.T467M sniZuje funkci transportéru asi na 60 %. Obé
varianty maji také negativni dopad na lokalizaci proteinu (Stiburkova et al. 2013). Zajimavé je,
Ze u kontrolni kohorty 109 jedinci z makedonské romské populace zminéna delece nebyla
nalezena, zatimco varianta p.T467M byla v této kohorté s MAF 6,4 %. Delece tedy s nejveétsi
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
dédicnou renalni hypourikemii typu 1 s mirnym prtibéhem (sKM 97 pumol/L, FE KM 33 %)
(Vidanapathirana et al. 2018). 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 pred 1000 lety zacali migrovat do Evropy (Melegh et al. 2017). U pacientti
romského etnika s nefrolitidzou, urolitidzou ¢i akutnim rendlnim selhdnim je nutné v klinické
praxi myslet i na diagn6zu dédi¢né renalni hypourikemie. Byt je toto onemocnéni velmi vzacné
v majoritni populaci, romska subpopulace ma vyssi genetické predispozice k této diagnoze.

Onemocnéni se ale mlze 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 prostfednictvim genetické analyzy u trileté pacientky
s pretrvavajici hypourikemii a hyperurikosurii odhalili dvé vzacné varianty v genu SLC22A12
(Stiburkova et al. 2019a). Jednalo se o varianty p.R325W (rs150255373) a p.R434C
(rs145200251), druha z nich byla jiz diive popsdna v makedonské populaci u dvou
pediatrickych pacientek a jejich rodinnych pfislusnikd. Varianta byla v této studii také funkcné
charakterizovana a byl prokazan jeji negativni dopad na lokalizaci, stabilitu i funkci proteinu
(Tasic et al. 2011). Varianta p.R325W ovSem nebyla do té doby funkéné charakterizovana, proto
jsme provedli funkéni analyzu, ktera prokazala jeji negativni vliv na lokalizaci a funkci proteinu.
Ke stejnym vysledkiim dospéla i rozsahla asociacni studie, ktera vysla nékolik mésicti pred
publikovanim naseho ¢lanku, jejiz autori dosli rovnéz k zavértm, Ze tato varianta ma poskozujici
dopad na maturaci a transport proteinu a rovnéz na reabsorpci uratu (Tin et al. 2018). Obé tyto
kazuistiky poukazuji na dilezitost genetickych vysSetreni, ktera mohou casto odhalit nové a

vzacné varianty zapricinujici dédi¢nou renalni hypourikemii.
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Vv

V poslednich letech se diky rozvoji a vyssi dostupnosti genomickych metod podaftilo ziskat
fadu novych poznatkd o transportu a metabolismu kyseliny mocové a rovnéz i o mechanismu
imunitni reakce na uratové krystaly. Identifikace polymorfismi prispivajicich k rozvoji primarni
hyperurikemie a dny s sebou prinasi moznost 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 zasymptomatické
hyperurikemie. Aktualné 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 primarni dny jako
multifaktoridlniho onemocnéni tedy vstupuji jesté dalsi geny.

Do budoucna by v idealnim pripadé mohl mit kazdy pacient nastavenou optimalni 1é¢bu na
zakladé svych genetickych predispozic. Nicméné vzhledem ke komplexité onemocnéni a poctu
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studii.
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6. Zaver

Primarni hyperurikemie a dna jsou multifaktoridlni onemocnéni, u kterych maji vyznamny
podil genetické predispozice jedince. Studie, které jsou podkladem diserta¢ni prace, potvrzuji
dilezitost bézné i vzacné se vyskytujicich patogennich variant v genu ABCGZ2, ktery kéduje 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 prevysSuje 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
funkcné charakterizovali.

V genech SLC22A12 a SLC2A9 existuji, i dle na$i studie, synonymni a intronové varianty
asociované s hyperurikemii a dnou, nicméné funkéni dopad byl zatim popsan pouze pro
nesynonymni varianty, které zpisobuji dédicnou rendlni hypourikemii. Identifikovali jsme
novou kauzalni variantu pro rendlni hypourikemii typu 1. Déle jsme v kohorté slovenskych
romskych pacientt a jejich pribuznych 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 pacientd s primarni hyperurikemii, dnou a dnavou atakou jsme nalezli zvySené
exprimované extracelularni miRNA v porovnani s normourikemickymi kontrolami. Nepodarilo
se nam najit Zddnou miRNA, ktera by se signifikantné liSila v zavislosti na stupni onemocnéni. Z
naSich vysledkli tedy nelze urcit takovou miRNA, ktera by byla potencidlnim biomarkerem
progrese onemocnéni. Nalezend negativni korelace s cytokinem MCP-1 by mohla vysvétlovat
vysledky nasi predchozi studie, kde byly plazmatické hladiny tohoto cytokinu navzdory
ocekavani vyssi ve skupiné normourikemickych kontrol. MiRNA a dalsi epigenetické
mechanismy jsou dilezitou a zatim neprili§ probadanou slozkou studovaného onemocnéni, je
zde tedy prostor a prilezitost pro budouci vyzkum.

V klinické praxi by poznatky v oblasti genetiky a epigenetiky primarni hyperurikemie a dny
mohly prispét k rychlejsi a presnéjsi diagnostice a k personalizované 1é¢ebné terapii, ktera by
zohlednovala vSechny individualni rizikové faktory, prispivajici k tomuto multifaktoridlnimu

onemocnéni.
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