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Abstrakt

Familiarni hyperlipidemie jsou stale aktudlni pfi¢inou piedcasného rozvoje aterosklerotického
kardiovaskularniho onemocnéni (ASKVO). Diilezitou roli v rozvoji téchto onemocnéni hraje
dédic¢nost. Genetické testovani pomaha specifikovat konkrétni variantu daného onemocnéni
a tim 1 miru genetické rodinné zatéze. Spolu s klinickym vySetfenim definuje presnou diagndézu
pacienta a v individudlni specializované péci snizuje riziko rozvoje ASKVO.

V disertacni praci jsme se u dlouhodobé sledovanych pacientd s familiarni
hypercholesterolemii (FH), u receptorové podminénych FH a familiarniho defektu
apolipoproteinu B-100 (FDB), zaméfili na biochemické a genetické rozdily a jejich rizikové
faktory rozvoje ASKVO. U podskupiny FH pacientd s terapii PCSK9i byla hodnocena
ucinnost, bezpecnost a tolerance terapie. Dale bylo analyzovano polygenni genetické rizikové
skore (GRS) u pacienti s APOE2E2 genotypem a jeho vliv na v€asné odhaleni rozvoje
familiarni dysbetalipoproteinemie (FD).

Receptorové podminéni FH pacienti jsou nositeli mutace v LDLR, zatimco FDB pacienti
maji prevalentni mutaci v APOB. Hladiny LDL-C a TC jsou vysoké u obou skupin, ackoli
u receptorové podminénych FH pacientl jsou hladiny mirné€ vyssi. Na hladiny LDL-C a zvySeni
rizika ASKVO ma vliv i APOE genotyp a rizikové faktory jako diabetes mellitus ¢i arterialni
hypertenze. Vyzkum v oblasti biochemie a genetiky ptispél k rozvoji terapeutickych moznosti.
Novodoba terapie PCSK9i1 pfinesla pozitivni vysledky redukce hladin LDL-C a jako dobie
tolerovana, efektivni, s malo vedlejSimi negativnimi G¢inky je prospéSnou terapii 1 pro statinové
intoleranty. NevaZzené GRS je vhodnym pomocnym prediktorem rozvoje FD u pacientd
s APOE2E?2 genotypem.

Dalsi studium genetickych faktort FH povede ke zlepSeni prognézy u pacientd s touto
poruchou, coZz muizeme dokumentovat u naSich nemocnych, kdy hladiny LDL-C poklesly
7 6,49 = 1,92 mmol/l na 3,26 = 1,57 mmol/l, tedy témé&f o 50 %. I to je divodem, proc¢ ve studiu

této problematiky budeme pokracovat.

Klicova slova

Familiarni ~ hypercholesterolemie, FH, FDB, ASKVO, LDL-C, familiarni
dysbetalipoproteinemie, genetickd analyza, PCSK9i, statiny



Abstract

Familial hyperlipidemias are still a current cause of premature development of atherosclerotic
cardiovascular disease (ASCVD). Heredity plays an important role in the development of these
diseases. Genetic testing helps to specify a definite variant of a given disease and thus the degree
of genetic family burden. Together with the clinical examination, it defines the exact diagnosis
of the patient and reduces the risk of developing ASCVD in individual specialized care.

In the theses, we focused on biochemical and genetic differences and their risk factors for
the development of ASCVD in Ilong-term monitored patients with familial
hypercholesterolemia (FH), in receptor-mediated FH and familial defect of apolipoprotein B-
100 (FDB). Efficacy, safety, and tolerability of therapy were evaluated in a subgroup of FH
patients with PCSKO9i therapy. Furthermore, the polygenic genetic risk score (GRS) in patients
with the APOE2E?2 genotype and its influence on the early detection of the development of
familial dysbetalipoproteinemia (FD) were analyzed.

Receptor-mediated FH patients carry a mutation in LDLR while FDB patients have a
prevalent mutation in APOB. LDL-C and TC levels are high in both groups, although levels are
slightly higher in receptor-mediated FH patients. APOE genotype and risk factors such as
diabetes mellitus or arterial hypertension also influence LDL-C levels and increase the risk of
CVD. Research in biochemistry and genetics has contributed to the development of therapeutic
options. Modern PCSK9i therapy has brought positive results in reducing LDL-C levels, and as
it is well tolerated, effective, with few negative side effects, it is a beneficial therapy even for
statin intolerants. Unweighted GRS is a suitable auxiliary predictor of the development of FD
in patients with the APOE2E?2 genotype.

Further study of the genetic factors of FH will lead to an improvement in the prognosis of
patients with this disorder, which we can document in our patients, when LDL-C levels
decreased from 6,49 + 1,92 mmol/l to 3,26 = 1,57 mmol/l, i.e. by almost 50%. This is also the

reason why we will continue studying this issue.

Key words

Familial hypercholesterolemia, FH, FDB, ASCVD, LDL-C, familial dysbetalipoproteinemia,
genetic analysis, PCSK9i, statins
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Seznam pojm a zkratek

1.LF 1.1ékatska fakulta

ABC ATP-vazebna kazeta transportéru

ABCBI gen pro ATP-vazebna kazeta transportéru podrodiny B ¢lena 1
ABCGS ATP-vazebna kazeta transportéru G5

ABCGS ATP-vazebna kazeta transportéru G

ABL abetalipoproteinemie

ACLY ATP-citrat lyasa

ACMG Americka spole¢nost pro genetiku a genomiku
ANGPTL3 angiopoetin-like 3 gen

ANRIL antisense nekddujici RNA v INK4 lokusu

Apo apolipoprotein

APOAS gen pro apolipoprotein A-V

APOB gen pro apolipoprotein B

APOE gen pro apolipoprotein E

ASKVO aterosklerotické kardiovaskularni onemocnéni
BMI index télesné hmotnosti (,,body mass index*)
bp par bazi

CAPN3 gen pro calpain 3

cDNA komplementarni DNA

CESD choroba ukladani estert cholesterolu

CETP gen pro cholesterol esterovy transferovy protein
CI 95% interval spolehlivosti

CILP? gen pro protein 2 sttedni vrstvy chrupavky

CK kreatinkindzy

CMP ischemicka cévni mozkova piihoda

CNV strukturni varianta - zména poctu kopii nukleovych kyselin (,,copy

number variants®)
CTFI gen pro kardiotrofin 1
CYP cytochrom P450



CYP26A1
CYP27A41
CYP345
CYP7A41
DLCNC
DM
DNA
dNTP
FCS

FD

FDB

FH
FRMD5
FTO
GALNTI
GCKR
GPIHBPI

GRS
GWAS
HBL
HDL

HDL-C

HLA
HMG-CoA
IDL
ICHDK
ICHS
IKEM
KVO

gen pro ¢lena 1 podrodiny A rodiny 26 cytochromu P450
gen pro ¢lena 1 podrodiny A rodiny 27 cytochromu P450
gen pro ¢lena 5 podrodiny A rodiny 3 cytochromu P450
gen pro ¢lena 1 podrodiny A rodiny 7 cytochromu P450
Dutch Lipid Clinic Network Criteria

diabetes mellitus

deoxyribonukleova kyselina

dideoxynukleotidy

familiarni chylomikronemie

familiarni dysbetalipoproteinemie

familiarni defekt apolipoproteinu B-100

familiarni hypercholesterolemie

gen pro FERM doménu obsahujici protein 5

gen pro protein asociovany s télesnou hmotnosti a obezitou
gen pro polypeptid N-acetylgalaktosaminyltransferazy 1
gen pro glukokindzovy reguldtor

gen pro glykosylfosfatidylinositolem ukotveny protein 1 s vysokou
hustotou vazajici lipoproteiny

geneticke rizikové skore
celogenomova asociacni studie
hypobetalipoproteinemie

vysokohustotni lipoproteinova castice (,,high density lipoprotein
particle®)

c¢astice cholesterolu s vysokou hustotou (,,high density lipoprotein
cholesterol)

gen pro hlavni histokompatabilni komplex
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
lipoprotein se stiedni hustotou

ischemicka choroba dolnich koncetin
ischemicka choroba srde¢ni

Institut klinické a experimentalni mediciny

kardiovaskularni onemocnéni



LAL lysozomalni kysela lipaza

LCAT lecitincholesterolacyltransferaza

LDL nizkohustotni lipoproteinova ¢astice (,,Jow density lipoprotein particle®)

LDL-C nizkohustotni ¢astice cholesterolu (,,low density lipoprotein cholesterol)

LDLR gen pro receptor pro nizkohustotni lipoprotein

LDLR receptor pro nizkohustotni lipoprotein

LDLRAP-1 gen pro adaptorovy protein 1 LDL receptoru

LIPA gen pro lysozomalni lipazu A / lysozomalni kyselou lipazu

LIPC gen pro jaterni lipazu

LIPG gen pro endotelialni lipazu

LMF1 gen pro lipdzovy maturaéni faktor

Lp(a) lipoprotein (a)

LPA gen lipoproteinu (a)

LPL gen pro lipoproteinovou lipazu

LPL lipoproteinova lipaza

LRPI gen pro protein 1 pfibuzny nizkohustotnimu lipoproteinu

MAP3K] gen pro mitogen aktivovany protein kindzy kinazy kinazy 1

MgCl» chlorid hotecnaty

MLPA multiplexni na ligaci zavislé amplifikace sond

MRAS gen pro svalovy Ras protein, onkogenni homolg

mRNA mediatorovd RNA (,,messenger RNA®)

MTTP gen pro protein zajist'ujici mikrosomalni triglyceridovy transport

NAT? gen pro N-acetyltransferazu 2

NGS nova generace sekvenovani

OR pomér vyskytu rizikovych variant

PCR polymeréazova fetézova reakce

PCR-RFLP polymerazova fetézova reakce s detekci polymorfizmu délky restrikénich
fragmentti

PCSK9 proprotein konvertasa subtilisin/kexin typ 9

PCSK9i inhibitory proprotein konvertasy subtilisin/kexin typ 9

PGS polygenni genetické skore



PHACTRI gen pro proteinovy reguldtor fosfatazy a aktinu 1

PNPLAS gen pro protein obsahujici patatinu podobnou fosfolipdzovou doménu 5
qPCR kvanatitativni polymerazova fetézova reakce

RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR reverzni polymerazova fetézova reakce

SARIB gen pro protein Ras pitibuzné GTPase 1B asociované se sekreci
SD smérodatna odchylka

siRNA interferujici RNA

SLC transportér organickych anionti

SLCOIBI1 gen pro ¢lena rodiny transportéri organickych anionti 1B1
SNP jednonukleotidové polymorfizmy

SNV jednonukleotidové varianty

SORTI gen pro sortilin 1

STAPI gen pro adaptérovy protein 1 pfenaSejici signal

T2DM diabetes mellitus 2.typu

TC celkovy cholesterol

TG triglyceridy

TRIBI gen pro Tribbles pseudokinazu

TYWIB gen pro TRNA-YW syntetizujiciho proteinu 1 homolog B
UGT UDP-glukuronosyltransferaza

UGTIAI gen pro UDP-glukuronosyltransferazu rodiny 1 ¢lena Al
UMOD gen pro uromodulin

VFN Vseobecna fakultni nemocnice

VLDL lipoprotein s velmi nizkou hustotou (,,very low density lipoprotein‘)
WD Wolmanova choroba

WES celoexomové sekvenovani

WGS celogenomové sekvenovani



1. Ptehled problematiky

Lipidy jsou esencidlni slozkou pro udrZzeni homeostazy lidského téla a nedilnou soucasti
bunéénych membran, zasobarnou energie, bunécnou izolaci a prekurzory hormonti. DéEli se
na podskupinu tukd a olejt, fosfolipidd, voskll a steroidii a jsou rozpustné v organickych
rozpouétédlech. (Cox a Garcia-Palmieri 1990; Ahmed et al. 2022).

prekurzorem steroidnich hormond, tj. estrogenu, testosteronu a kortizolu. Jako soucast
dvojvrstvy bunécné membrany ovliviiuje jeji fluiditu.

Transport lipid v hydrofilnim prostfedi je uskute¢iiovan predevsim v komplexu s proteiny,
tzv. lipoproteiny. Lipoproteiny strukturné obsahuji cholesterol, triglyceridy (TG), fosfolipidy
a apolipoproteiny (Apo) (Obr.1). Lipoproteiny se déli do celkem sedmi tfid na zaklad¢ velikosti,
slozeni lipidia a apolipoproteinti (Tabulka 1) (Feingold 2000a).

apolipoprotein CH  CE TG PL m
am» ¢ O
B100 e (®) O %
o
00 %

O
e
D 8335550 .
@D O 8S 2
O O OO\ 'O O u O Q O &Q
e 2
VLDL chylomikron

Obr. 1 Lipoproteinové ¢astice (Bricarello et al. 2011)

HDL - vysokohustotni lipoproteinova castice; LDL — nizkohustotni lipoproteinova Castice;
VLDL - lipoproteinova ¢astice s velmi nizkou hustotou; PL — fosfolipid; TG — triglyceridy; CE — cholesterylester;
CH - cholesterol
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Tabulka 1 Rozdéleni a charakteristika lipoproteinovych castic (Feingold 2000a)

Lipoprotein Hustota (g/ml) | Velikost (nm) | Hlavni lipidy | Hlavni apolipoproteiny
Chylomikrony <0,930 75 -1200 TG ApoB-48, ApoC, ApoE, Apo A-1, A-
II, A-IV

Chylomikronové 0,930 - 1,006 30 - 80 TG, ApoB-48, ApoE

remnanty cholesterol

VLDL 0,930 - 1,006 |30 - 80 TG ApoB-100, ApoE, ApoC

IDL 1,006 - 1,019 |25-35 TG, ApoB-100, ApoE, ApoC
cholesterol

LDL 1,019 - 1,063 18 -25 cholesterol ApoB-100

HDL 1,063 - 1,210 5-12 cholesterol ApoA-I, ApoA-II, ApoC, ApoE
fosfolipidy

Lipoprotein (a) (Lp(a)) | 1,055 - 1,085 ~30 cholesterol ApoB-100, Apo(a)

Chylomikrony jsou ¢astice bohaté na TG, jenZ mimo jiné obsahuji charakteristickou ¢astici
ApoB-48 (Julve et al. 2016; Mehta a Shapiro 2022). Jsou produkovany ve stievé odkud jsou
dale transportovany do jater, kde odstépenim TG jsou lipoproteinovou lipdzou pieménény
na lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL), a také do perifernich tkéni, kde jsou
pfeménény na chylomikronové remnanty. VLDL jsou nésledné transportovany do tukové tkané
a svalti, kde jsou lipoproteinovou lipazou (LPL) odstépeny dalsi TG za vzniku lipoproteinl se
sttedni hustotou (IDL), a nakonec plsobenim hepatické lipdzy vznikaji nizkohustotni
lipoproteinové ¢astice (LDL) (Feingold 2000a).

LDL ¢astice jsou hlavnimi nosici cholesterolu v krevnim ob¢hu. Ptijeti LDL ¢astic do bunék
je zajisténo navazanim ApoB-100 na LDL-receptor. LDL ¢astice diky své velikosti snadnéji
prostupuji arteridlni st€énou a jsou nachylnéjsi k oxidaci, kterd zvysuje jejich vychytavani
makrofagy, a postupné tak dochazi k rozvoji ateroskler6zy (Feingold 2000a).

Lipoproteinové castice s vysokou hustotou (HDL) se podili na reversnim transportu
cholesterolu a maji antioxidac¢ni, protizanétlivé a antitrombotické a antiapoptotické vlastnosti.
Jsou velmi heterogenni a mohou byt rozdéleny do skupin na zéklad¢ hustoty, velikosti, naboje
¢i apolipoproteinového slozeni (Feingold 2000a).

Lipoprotein (a) (Lp(a)) je slozen z LDL ¢astice, ke které je ptes ApoB-100 disulfidickou
vazbou navazany apolipoprotein (a) (Apo(a)). Apo(a) obsahuje mnoho kringlovych motivi,
které jsou podobné strukturnimu uspotradani u plazminogenu. Pocet opakovani kringli je velmi

variabilni, a tudiz je rozdilna i molekulovd hmotnost jednotlivych Apo(a). Jedinci s vyssi
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molekulovou hmotnosti vétSinou maji niz§i hladiny Lp(a), zatimco jedinci s nizkou
molekulovou hmotnosti maji hladiny Lp(a) naopak vyssi. Ackoli fyziologicka funkce Lp(a)
zatim neni zcela dobfe znama, jeho koncentrace v plazmé je z velké Casti geneticky podminéna
a vysoké hladiny Lp(a) jsou asociovany s kardiovaskularnim onemocnénim (Tsimikas 2017;
Schwartz et al. 2018).

Apolipoproteiny fidi tvorbu lipoproteinti a jsou soucasti jejich struktury, ptsobi jako ligandy
pro lipoproteinové receptory, ale mimo jiné slouzi i jako kofaktory enzymul zapojenych
do metabolismu lipoproteint. Jsou tudiz velmi dilezitou slozkou lipoproteinovych castic,
kdy narusenti jejich tvorby muze mit vliv na navazné procesy metabolismu, a muze tak ovlivnit
i lidské zdravi. Jednim z vyznamnych apolipoproteini je ApoB, ktery je dilezitou slozkou
mnoha lipoproteinovych cCastic a je exprimovan hepatocyty a enterocyty. V enterocytech
probihd RNA editace na zkracenou formu ApoB-48, ktera se podili na tvorbé chylomikront,
zatimco v hepatocytech se z needitované formy RNA tvoii ApoB-100, jenz je soucasti VLDL
a LDL castic (Abumrad a Davidson 2012). Piehled vsech apolipoproteinti hrajicich dtlezitou
roli v metabolismu lipidti je v Tabulce 2 (Feingold 2000a).
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Tabulka 2 Charakteristika apolipoproteinti (Feingold 2000a)

Apolipoprotein| MW Primarni zdroj  |Lipoproteinova souvislost |Funkce
ApoA-I 28,0 jatra, HDL, chylomikrony strukturni protein HDL,
gastrointestinalni aktivuje LCAT
trakt
ApoA-II 17,0 jatra HDL, chylomikrony strukturni protein HDL,
aktivuje hepatickou lipazu
ApoA-IV 45,0 gastrointestinalni | HDL, chylomikrony neznama
trakt
ApoA-V 39,0 jatra VLDL, chylomikrony, podporuje LPL
HDL zprostfedkovanou TG lipolyzu
ApoB-48 241,0 gastrointestinalni | chylomikrony strukturni protein chylomikront
trakt
ApoB-100 512,0 jatra VLDL, IDL, LDL, Lp(a) strukturni protein, ligand LDL
receptoru
ApoC-1 6,6 jatra chylomikrony, VLDL, aktivuje LCAT
HDL
ApoC-II 8,8 jatra chylomikrony, VLDL, kofaktor LPL
HDL
ApoC-IIT 8,8 jatra chylomikrony, VLDL, inhibuje LPL a vychytavani
HDL lipoproteinti
ApoE 34,0 jatra chylomikronové remnanty, |ligand LDL receptoru
IDL, HDL
Apo(a) 250,0 - 800,0 |jatra Lp(a) inhibuje aktivaci plazminogenu

MW — molekulova hmotnost; LCAT - lecitincholesterolacyltransferaza

ATP-vazebné kazety transportérit G5 a G8 (ABCGS5 a ABCGS8) jsou exprimované ve stieve
a jatrech, kde zprosttedkovavaji pohyb rostlinnych sterolit a cholesterolu z enterocytu
do stfevniho lumen a v jatrech vyluovani do zlu¢i. Ve stfevé tak zamezuji absorpci
a vstiebavani rostlinnych sterolli z potravy a zluci jsou vylu€ovany. ABCG5 a ABCGS8 tvori
heterodimery (Feingold 2000a).

Lipoproteinova lipaza (LPL) je enzym syntetizovany ve svalech, srdci a tukové tkéni. Je
vyluéovan do prilehlych kapilar, kde pfiléha k endotelidlni st€éné. LPL odStépuje TG

z chylomikronii za vzniku chylomikronovych remnanti a z VLDL za vzniku IDL. K aktivité
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LPL je nezbytna ptitomnost ApoA-V a kofaktoru ApoC-I1, naopak ApoC-III a ApoA-II aktivitu
LPL inhibuji (Feingold 2000a).

1.1.Monogenni versus polygenni onemocnéni

Genetika hraje ve vétsi ¢i mensi mife vyznamnou roli u vS§ech onemocnéni. Vzacna onemocnéni
s genetickym podkladem se vyskytuji u jednotlivcl sporadicky, a i piesto genetické poruchy
jsou podkladem v 80 % vzacnych onemocnéni, kterych je nékolik tisic. Rozdily v DNA
kazdého jedince tvoii individudlni jedineCnou genetickou konstituci, kterd se podili
na chorobnych i béznych procesech a tyto rozdily, jednotlivé ¢i v kombinaci, mohou ucinit
jedince nachylngjsiho k jednomu onemocnéni (pf. rakoving) a naopak odolngjsiho vici jinému
nesouvisejicimu onemocnéni (pf. diabetes mellitus). Dulezitou Ulohu hraje také prostiedi,
kdy nase bunécné reakce na prostredi se mohou na zékladé nasi DNA liSit. Jedinec mlze mit
geneticky zaklad, nicméné ten se mize projevit az vlivem prostiedi ¢i akumulaci genetickych
zmén (Jackson et al. 2018).

Jakékoli dédicné zmény v DNA sekvenci, které se li§i od zékladni sekvence, nazyvané
“varianta® ¢i “mutace®, mohou byt somatického charakteru nebo se mohou tykat zarode¢né
linie. Zmény v DNA mohou probéhnout bez disledku nebo naopak mohou zménit fenotyp
jednotlivce. NejcastéjSim nalezem na rovni genu jsou jednonukleotidové varianty (SNV)
¢1 jednonukleotidové polymorfizmy (SNP). Dal§imi variantami, se kterymi se setkavame, jsou
malé inserce ¢i delece (<1000 bp), strukturni piestavby jako translokace, inverze, velké delece
¢i duplikace, ,,copy number varianty” (CNV) a repetitivni sekvence (Jackson et al. 2018).
Kterakoliv ze zminénych variant v jednom genu, s vyjimkou SNP, se muze stat pfi¢inou
monogenniho onemocnéni, zatimco SNP spiSe pfispivaji k onemocnénim polygenniho
charakteru. Polygenni onemocnéni je podminéno soucasné vice geny ¢i polymorfizmy
nebo i dal$imi faktory, které hraji dilezitou roli v manifestaci onemocnéni. Polygenni
onemocnéni na rozdil od monogennich jsou ¢astéjsi, neprechazi z rodice na potomky a projevy
jsou u jednotlivet rizné (Lvovs et al. 2012; Muse et al. 2021). Piikladem onemocnéni
s polygennim podkladem jsou kardiovaskuldrni onemocnéni, predevsim ischemicka choroba
srdecni, a jejich rizikové faktory, konkrétné hypertenze, obezita, dyslipidemie, diabetes mellitus
a koufeni. Naopak cCasto se vyskytujicim monogennim onemocnénim je familidrni
hypercholesterolemie,  kterd  vede  k pfed€asnému  rozvoji  aterosklerotického
kardiovaskularniho onemocnéni (ASKVO). Druhou nejcastéjsSi monogenni dyslipidemii je

familiarni dysbetalipoproteinemie (Heidemann et al. 2022). Dal$i monogenni onemocnéni se
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vétSinou v porovnani s FH vyskytuji vzacnéji a néktefi zastupci jsou uvedeni v Tabulce 3

(Vrablik et al. 2021; Zou et al. 2019).

Tabulka 3 Priklady 5 monogennich onemocnéni (Vrablik et al. 2021)

Gen(y) ASKVO Projev Frekvence

ABCG)S, ABCGS Sitosterolemie 1 sitosterol, kampesterol; hypercholesterolemie; | neznama

predcasna ischemicka choroba srde¢ni; xantomy

MYH7, MYBPC3, Familiarni dilatacni | hypertrofie levé komory, dusnost, diastolicka 1:2500
TNNT2, DSP, TTN, kardiomyopatie dysfunkce, syndrom nizkého srde¢niho vydeje

LMNA, MYH6,

MYPN, RBM20,

SCN5A4, ANKRDI,
RAFI, DES, DMD

GBA, GLA, GLBI, Lysozomalni visceromegalie, skeletalni dysmorfie, postizeni 1:5000
HEXB, GNPTAB, stradava plic (Faverio et al. 2019; Platt et al. 2018)

GNPTAB, GNPTG onemocnéni

FBNI, TGFBRI, Marfaniv syndrom | aneuryzma a/nebo disekce aorty, chlopenni | 1:5000
TGFBR2, SMAD3, onemocnéni srdce, zvétSeni proximalni plicni

TGFB2, TGFB3, SKI tepny, méstnavé srdecni selhani, arytmie;

kosterni a o¢ni abnormality, neobvykle ohebné
klouby, aj. (Yang et al. 2014; Marfan 1896)
COL341 Ehlers-Danlos hyperextenzita kuze, kiehka a jemna kuze, | 1:50 000 -

syndrom opozdéné hojeni ran s tvorbou atrofickych jizev, | 200 000
snadna tvorba modfin, generalizovana kloubni

hypermobilita (Malfait et al. 2010)

1.1.1. Celogenomova asociacni studie

Celogenomova asociacni studie (GWAS) je vyzkumny projekt identifikujici genomové
varianty, které jsou statisticky asociovany s rizikem urcitého onemocnéni ¢i uritym znakem
(Hutter nedatovéano). Cilem projektu je analyzovat cely genom nejvétSiho poctu jedinct
s onemocnénim ale 1 zdravych jedinc a hledat u obou téchto skupin genomové varianty
vyskytujici se Castéji u osob se specifickou nemoci ¢i rysem ve srovnani s t€mi, ktefi tuto nemoc
nebo rys nemaji. Prvni GWAS byla publikovana v roce 2005. Nasledné vzrostl pocet studii
a také se rozsifilo mnoZzstvi studovanych onemocnéni spolu s nariistem poctu studovanych

jedinct. Velky nartst byl umoZznén také diky rozvoji technologii pro oblast DNA analyz,

které vedly k postupnému finan¢nimu zefektivnéni procesu (Muse et al. 2021).
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ASKVO, konkrétné napt. ischemicka choroba srde¢ni (ICHS), jsou ve vice procentech
ptipadi, nezli monogenni Mendelovska onemocnéni, zpisobeny polygenni dédi¢nosti, ktera je
pfipisovana Cetnym béznym a vzacnym variantam s malym efektem v genomu (Muse et al.
2021). Prvni GWAS tykajici se ICHS byly publikovany v roce 2007 na obrovské skupiné
jedinci s onemocnénim a kontrolni skupiné, avSak tykaly se pouze Evropské populace
(Helgadottir et al. 2007; McPherson et al. 2007; Samani et al. 2007). Nejsilnéjsi genetické
determinanty ASKVO reprezentované SNP byly detekovany v oblasti rozpoznané jako dlouhé
nekodujici regulaéni RNA ANRIL loci. Tato rizikova alela je spojena s o 30-35 % vySSim
rizikem infarktu myokardu. Varianty v této oblasti nejsou spojeny s typickymi rizikovymi
faktory ASKVO, krom¢ diabetu, a tudiz mohou tyto varianty hrat roli v doposud neznamych
mechanismech vedoucich k rozvoji aterosklerozy (Vrablik et al. 2021). Na zékladé vztahu mezi
ASKVO a lipidovymi metabolickymi drahami byly dale studovany nové varianty zahrnujici
SORTI, LPA, MRAS, PHACTRI a také nové varianty v jiz znamych genech LDLR a PCSK9
(Muse et al. 2021). Byly studovany i varianty ovlivitujici non-LDL drahy, které by zdtraznily
roli TG v rozvoji ICHS, avSak onemocnénich vysvétlitelnych rizikovymi variantami ziistalo
pomadlu, a navic vSechny nové objevené varianty mély pouze mirné zvysSené riziko oproti
kontrolam. S dal§im rozvojem metod bylo vroce 2013 v ramci metanalyz identifikovano
dal$ich 15 nezévislych lokust spojenych s onemocnénim korondrnich tepen a nésledné se pocet
zvysil az na 160 lokusti (Deloukas et al. 2013; Nikpay et al. 2015; Harst a Verweij 2017;
Howson et al. 2017).

Vybrané piiklady nejsilngjSich a nejvyznamnéjSich genli ¢i SNP souvisejicich s ASKVO
¢1 jeho rizikovymi faktory je uveden v Tabulce 4 (Vrablik et al. 2021).

Tabulka 4 Priklady genti jejichz SNP jsou asociovany se zvySenym rizikem ASKVO ¢i souviseji s rizikovymi
faktory ASKVO (Vrablik et al. 2021)

Gen Vliv na Reference
ANRIL riziko infarktu myokardu Palomaki et al. 2010
SORTI, APOE | plazmatické hladiny cholesterolu | Samani et al. 2007; Teslovich et al. 2010; Marais 2019
APOAS plazmatické hladiny TG Pennacchio et al. 2001; Nadkarni et al. 2018

Diabetes Genetics Initiative of Broad Institute of Harvard

BMI hodnoty, riziko T2DM a | and MIT, Lund University et al. 2007; Dina et al. 2007,
infarktu myokardu Frayling et al. 2007; Doney et al. 2009; Hubacek et al.

2010

UMOD hypertenze Lip a Padmanabhan 2020

FTO

BMI — index té€lesné¢ hmotnosti, T2DM — diabetes mellitus 2.typu
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1.1.1.1.Polygenni genetické skore

Polygenni genetické skore (PGS) bylo zkonstruovano pro vyuziti kombinace asociace
onemocnéni s nove nalezenymi genetickymi variantami objevenymi GWAS. PGS se vypocita
jako vazeny soucet detekovanych rizikovych lokust (Chatterjee et al. 2016; Torkamani et al.
2018). Cilem PGS je kvantifikovat zakladni genetickou predispozici jedince k danému
onemocnéni. Pouzitelnost PGS pro klinickou diagnostiku byla prokdzana pro rtizna
onemocnéni jako napiiklad fibrilaci sini ¢i diabetes mellitus (Khera et al. 2018). S ohledem
na geneticky pfispévek ASKVO se PGS stalo slibnym nastrojem s klinickou vyuzitelnosti
vzhledem na nedostatky tradi¢nich nastroji hodnoceni rizik (DeFilippis et al. 2015; Rana et al.
2016). Nicméné prozatim integrace PGS ASKVO do klinické praxe neprob&hla a neni

zaclenéna ani do doporuceni odbornych spolecnosti (Inouye et al. 2018).

1.2. Genetické testovani

Genetické analyzy jsou vyuzivany k identifikaci genetické etiologie u pacientli s podezienim
napi. na kardiovaskuldrni ¢i metabolickd onemocnéni. V ramci studii bylo molekuldrné
genetickymi technologiemi umoznéno mapovani chromozomu a identifikace gent spojenych
s priméarni etiologii téchto onemocnéni. Genetické testovani by mélo byt indikovano
u fenotypoveé popsanych jedincii s komplexni rodinou anamnézou, kterd prispéje ke spravné
interpretaci (Vrablik et al. 2021). Jednim z moznych pfistupi genetického testovani
s rozliSenim na Urovni nukleotidll je kvantitativni PCR, PCR s detekci polymorfizmt délky
restrikénich fragmentt, aj. DalSim ptistupem pii podezieni na pfitomnost delece ¢i duplikace
je multiplexni na ligaci zavislé amplifikace sond (MLPA). Zminéné metody jsou vyuZivany
v pfipad¢ znalosti mista, kde mé byt varianta lokalizovéna. V n¢kterych ptipadech vSak nejde
o bézné varianty s piesnou lokalizaci, ale varianty mohou byt rozptyleny v pfislusnych genech
spojenych s onemocnénim. K urceni téchto variant je potieba urcit sekvenci celého genu
pacienta, porovnat sekvenci pacienta s referencni sekvenci a identifikovat zmény. Pro analyzu
téchto variant se vyuzivd metody Sangerova sekvenovani ¢i u vét§iho poctu genil lze varianty
analyzovat metodou nové generace sekvenovani (NGS) (Jackson et al. 2018).

Varianty identifikované jakoukoli vySe zminénou metodou jsou posuzovany z hlediska
korelace s fenotypem pacienta. V klinické praxi jsou varianty klasifikovany dle ACMG
(Americké spolecnost pro genetiku a genomiku) doporuceni jako benigni (neni asociovano
s onemocnénim), pravdépodobné benigni, nezndmého vyznamu (neni znadm efekt varianty),

pravdépodobné patogenni ¢i patogenni (asociovano s onemocnénim) (Jackson et al. 2018;
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Bonaventura a Veselka 2019). Na zakladé doporuceni pro klasifikaci variant ACMG jsou
vyuzivany database jako Varsome (Kopanos et al. 2019), ClinVar (Landrum et al. 2020),
HGMD (Stenson et al. 2020) ¢i OMIM (Amberger et al. 2015). U vzacnych onemocnéni je
podstatna také frekvence varianty v populaci a patogenitu varianty podporuje segregacni

analyza (Bonaventura a Veselka 2019).

1.2.1.PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je rychla a spolehlivd metoda vyuzivana ptrevazné
k replikaci DNA. PCR je vhodnou metodou v pfipadech malého mnozstvi vzorku. Existuje

n¢kolik modifikaci této metody:

e PCR s detekci polymorfizml délky restrikénich fragmentli (PCR-RFLP) je metoda,
kterd predchazela vét§ingé forem PCR metod. Principem této metody je Stépeni PCR
produktt restrikénimi enzymy a nasledna detekce fragmenti pomoci elektroforetickych
gelti (Gormus et al. 2012).

e Reverzni PCR (RT-PCR) je metodou, kde vstupnim materidlem je RNA, ktera je
reversni transkriptasou prepsana na komplementarni DNA (cDNA). Nasledné je cDNA
amplifikovana standardnimi PCR postupy. Pfepis RNA na cDNA probiha z divodu
vétsi stability cDNA, jelikoZ RNA podléha degradaci RNAsami (Farkas a Holland
2009; Farrell 2010).

e Nested PCR vyuziva dva pary primert. Prvni sadou primer je amplifikovan specificky
usek DNA. Druhy par primerti naseda na vnitini sekvenci amplifikovanou prvni sadou
primert, ¢imz je zvySena citlivost a specifita metody (Gormus et al. 2012; Hirschhorn
et al. 2022).

e Kbvantitativni PCR (qPCR; ,real-time PCR*) je pfesna a rychld metoda vyuZivana
ke kvantifikaci oblasti polymorfni DNA a genotypizace jednonukleotidovych
polymorfizmli. Zavedeni této technologie zlepSilo a zjednodusilo kvantifikaci

nukleovych kyselin v porovnani s klasickymi PCR metodami (Gormus et al. 2012).

1.2.2. MLPA

Multiplexni na ligaci zavislé amplifikace sond nebo-li MLPA je metoda, kterd umoziuje
detekci CNV v rozsahu jednoho exonu az po celé chromozomy asociované s onemocnénim.

MLPA vyuziva vice mensSich sond naptic¢ vétsi genomickou oblasti a dle typu lze kvantifikovat
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az 60 (klasickd MLPA) nebo 1000 (digitalni MLPA) raznych lokusti (ANON. nedatovano).
Tato metoda tak mtze poskytnout pohled s vys$§im rozliSenim na rozsah jakékoli delece.
Sondy se skladaji z cilové specifické sekvence a sekvence univerzalniho fluorescencné
znacen¢ho primeru, ktery umoznuje soucasnou multiplexni PCR amplifikaci vSech sond
(Schouten et al. 2002). V porovnani s klasickou PCR metodou jsou v této metod¢
amplifikovany sondy, jejichZ obé€ ¢asti rozpoznaji cilové sekvence DNA a po hybridizaci jsou

ligovany a amplifikovany. Data jsou interpretovana pomoci softwaru (Stuppia et al. 2012).

1.2.3. Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani patii do prvni generace sekvenovani a umoziuje sekvenaci jednoho az
dvou genli v ¢ase. Stanoveni poradi nukleotidli pfedstavil Frederick Sanger v roce 1977
a v soucasnosti je tato metoda stale ,,zlatym standardem* sekvenovani v klinickém vyzkumu
s presnosti 99,99 % (Sanger et al. 1977). Metoda je vyuzivana jako konfirmaéni metoda dat
z NGS sekvenovani, ackoli pozvolné se od konfirmaci z NGS upousti. Principem Sangerova
sekvenovani je amplifikace DNA fragmenti za pfitomnosti dideoxynukleotidi (dNTP)
ve smési, které jsou fluorescenéné¢ znaleny. Kapildrni elektroforézou jsou fragmenty
separovany a na zaklad¢ fluorescence je ptfecten dany nukleotid. Nevyhodou této metody jsou
vysoké naklady na vzorek a pro analyzu vétSiho mnozstvi gentl je Sangerovo sekvenovani
v porovnani s NGS pomalejsi, jelikoz je vzdy samostatné analyzovan pouze jeden DNA

fragment (Kalayinia et al. 2018).

1.2.4. Nova generace sekvenovani

Nova generace sekvenovani (NGS), jinak masivné paralelni sekvenovani, pifekonalo limity
pfedchozich metod a umoZziuje analyzu sekvence tisicti az miliont kratkych fragmenti DNA
v relativné kratkém case. V prvnim kroku NGS analyzy je pfipravena tzv. knihovna, kterd je
nasledné sekvenovéana. Postupy pro ptipravu knihovny se li§i dle vyrobce pro sekvenacéni
chemii a analyzétor. V druhé generaci sekvenovani je DNA fragmentovana a amplifikovana
bud’ pomoci droplet PCR (Roche, Life Technologies) nebo hybridizacni metodou na pevné fazi
(Ilumina). Ve tfeti generaci sekvenovani probihd analyza pfimo z molekuly DNA (PacBio,
MinlON). Vysledné data jsou bioinformaticky zpracovana a interpretovana (Kalayinia et al.
2018; Jackson et al. 2018).

Pro cilené analyzy je pouZzivano panelové sekvenovani, které obsahuje pouze vybrané geny
spojené s urCitymi typy onemocnéni, ¢i celoexomové sekvenovani (WES), které zahrnuje
vSechny kddujici Casti genii. Celogenomové sekvenovani (WGS) je vyuzivano pro necilenou
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analyzu, napiiklad pokud onemocnéni nema variantu lokalizovanou v kodujicich oblastech
gentl &i blizkych prilehlych nekodujicich oblastech specifickych gentl. Uskalim WES a WGS
je vySsi mnozstvi nalezenych neznamych variant, které zatim nejsou zcela dobfe popsany
a interpretace je v souvislosti s fenotypem pacienta mnohdy komplikovanéjsi. Z toho dtivodu
je primarn¢ v bézné diagnostice vyuzivano v soucasnosti panelové sekvenovani, kde jsou
konkrétni geny spojeny s konkrétnim onemocnénim. I pfesto jsou v panelovém sekvenovani
identifikovany varianty nejasného vyznamu, ackoli v porovnani s WES a WGS
jsou identifikovany v mnohem mensim mnozstvi. Nicméné v ramci omezené¢ho vyberu geni
nekteti jedinci zUstavaji bez varianty korelujici s fenotypem pacienta. DalSim uskalim NGS

jsou vedlejsi nalezy nesouvisejici s fenotypem pacienta (Jackson et al. 2018).

1.3.ASKVO

Aterosklerotické kardiovaskularni onemocnéni (ASKVO) je i v soucasnosti celosvétove
nejvyznamngjsi pricinou mortality a morbidity (Pitso et al. 2021). Podkladem pro rozvoj
ASKVO je ateroskler6za. Jedna se o chronické progresivni zanétlivé onemocnéni cévni stény,
které je ovlivnéno vice rizikovymi faktory (Arnett et al. 2019). Mezi neovlivnitelné rizikové
faktory patii v€k, pohlavi a rodinna anamnéza vcetné genetickych predispozic. Ovlivnitelnymi
rizikovymi faktory jsou arteridlni hypertenze, diabetes mellitus, koufeni cigaret, obezita
a predevs§im hyperlipoproteinemie. Dal§imi rizikovymi faktory, které mohou mirné ovlivnit
pfed¢asny rozvoj ASKVO je 1 zivotni styl, tedy nedostatecna fyzicka aktivita a nevhodné
stravovaci navyky. Aterosklerdza se manifestuje ASKVO, mezi néZ se fadi ischemicka choroba
srde¢ni (ICHS), ischemickd cévni mozkova piithoda (CMP) a ischemickd choroba dolnich
konéetin (ICHDK) (Ceska 2012; Colantonio et al. 2020).

Prevence je v ptipad¢ rozvoje ASKVO velmi zisadni. V¢asné vyhledavani nemocnych
jedincd, jejich informovanost a péce o né vyrazné zlepSuje jejich prognozu (Ceska et al. 2019).
Sledovani pacientd je fizeno dle podrobnych instrukci jednotlivych odbornych spole¢nosti,
nicméné piistupy kazdého lékate, praktického nebo 1 lékafe ve specializovaném centru, jsou
individudlni. Neméné¢ diilezité je i spoluprace pacienta s I€katfem, ktera je v nékterych piipadech
nedostacujici. Primarni podklady pro rozvoj ASKVO se zakladaji jiz vraném détstvi
a v prabehu let dochazi k jejich akumulaci a riziku pred¢asného rozvoje onemocnéni. V piipadé
geneticky podlozenych chorob je nefarmakologicka 1écba zcela nedostacujici a pfispiva pouze
jako podptlrné slozka farmakologické terapie (Arnett et al. 2019). Ptikladem zvySujiciho se
rizika rozvoje ASKVO jsou hyperlipoproteinemie, mezi které se fadi casto se vyskytujici

familiarni hypercholesterolemie.
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1.3.1. Familiarni hypercholesterolemie

Familiarni hypercholesterolemie (FH) je autosomalné dominantni onemocnéni vyznacujici se
zvySenymi hladinami lipoproteinovych ¢astic cholesterolu o nizké hustot¢ (LDL-C)
azvySenym rizikem rozvoje pied¢asného ASKVO. FH je onemocnéni, které je Ccasto
podcenovano, nedostatecn¢ diagnostikovano a léceno.

Familiarni hypercholesterolemii mizeme rozdé¢lit dle pfitomnosti mutace ve specifickych
genech podilejicich se na metabolismu lipida a lipoproteinti, konkrétné¢ LDL-C, na receptorove
podminénou FH, familiarni defekt apolipoproteinu B-100 (FDB) a pacienty s mutaci v genu
pro proprotein konvertasu subtilisin/kexin typ 9 (PCSK9) (Rader et al. 2003).

Familidrni hypercholesterolemie je predmétem celé fady projektl po celém svété, z nichz je

nezbytné zminit projekt MedPed. V Ceské republice je v projektu MedPed vedeno vice nez

vvvvvv

1.3.1.1 Receptorové podminénd FH

Pacienti s receptorové podminénou FH maji identifikovanou mutaci v genu pro LDL receptor
(LDLR, OMIM *606945), ktery se nachdzi v kratkém raminku chromozomu 19 (Melendez et
al. 2017). Mutace v tomto genu mohou vést k nefunkénosti vazby ligandu, poruse transportu
nebo internalizace, recyklaci nebo ke kompletnimu nedostatku receptoru (Soutar a Naoumova
2007). Frekvence heterozygotni FH je 1:200-250, zatimco homozygotni FH se v populaci
vyskytuje v poméru 1:160 000-300 000 (Benn et al. 2016; Cuchel et al. 2014). Bylo popséano
vice nez 1700 variant v LDLR genu, které ovliviiuji strukturu a funkci LDLR (Leigh et al.
2017). Dusledkem toho hladiny LDL-C u FH pacientii zptisobené variantou v LDLR jsou
vyznamn¢ variabilni. Hladiny LDL-C se u heterozygoth pohybuji od 4 do 13 mmol/l,
u homozygoti jsou vyrazné vyssi nez 13 mmol/l (Cuchel et al. 2014). V Ceské republice bylo
identifikovano 223 patogennich variant v LDLR genu. Deset variant v tomto genu (Tabulka 5)

odpovida piiblizné za 50 % viech patogennich variant v Ceské republice (Vrablik et al. 2020).
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Tabulka 5 Nejfrekventovanéjsi patogenni varianty v LDLR genu a jejich frekvence detekovana v CR (Vrablik et

al. 2020)

Varianty v cDNA Varianta proteinu | Typ varianty Lokalizace | Frekvence (%)
c.1775G > A p-(Gly592Glu) missense exon 12 16,77
c.798T > A p-(Asp266Glu) missense exon 5 14,29
c.1061A>C p-(Asp354Ala) missense exon 8 3,90
c.626G > A p-(Cys209Tyr) missense exon 4 3,55
c.1246C>T p-(Argd16Trp) missense exon 9 2,84
¢.67 C +3968 940 + 296dup | exon2 6dup rozsahla duplikace 2,48
c.1186 C+700 2141 -545del | exon9 _14del rozsahla delece 2,13
c.1567G > A p-(Val523Met) missense exon 10 1,60
c.662A > G p-(Asp221Gly) missense exon 4 1,51
c.1474G> A p-(Asp492Asn) | missense exon 10 1,51

Frekvence je pocitana jako procento jednotlivé varianty vSech patogennich variant LDLR genu nalezenych v ¢eské
populaci.

1.3.1.2 Familidrni defekt apolipoproteinu B-100

Familiarni defekt apolipoproteinu B-100 (FDB) je autosomalné¢ dominantni onemocnéni
lipidového metabolismu, které se vyznacuje, stejné jako receptorové podminéna FH, zvySenymi
hladinami LDL-C v plazmé (Vega a Grundy 1986; Innerarity et al. 1987). Frekvence tohoto
onemocnéni se v populaci vyrazné li§i, napf. ve Svycarsku je frekvence onemocnéni ptiblizné
1:209, zatimco v Dansku se vyskyt nemoci pohybuje v poméru 1:883 (Benn et al. 2016; Miserez
et al. 1994; Miserez a Muller 2000). Pfi¢inou tohoto onemocnéni je bodova mutace v genu
pro ApoB-100 (OMIM *107730), kdy dochazi kzaméné jedné aminokyseliny nejcastéji
v pozici p.R3527Q (Brown a Goldstein 1986). Arginin je nahrazen aminokyselinou glutaminem
(p.-R3527Q; rs5742904), ¢imZz je zménéna konformace proteinu a tim 1 hlavni role
v navazovani ApoB-100, jenZ je soucasti LDL ¢astic, na LDLR (Brown a Goldstein 1986;
Melendez et al. 2017). Arginin miize byt dadle zaménén také za tryptofan (p.R3527W) nebo
za leucin (p.R3527L), tyto zamény jsou viak méné ¢asté (Borén et al. 2001). V Ceské republice
se s vyjimkou varianty p.R3527Q v méné castych genech zplsobujicich FH neukazaly
prevladajici Zadné jiné patogenni varianty (Vrablik et al. 2020).

1.3.1.3 Mutace v genu pro proprotein konvertasu subtilisin/kexin typ 9

Mutace v genu pro PCSK9 (OMIM *607786) jsou vzacné&jsi nez vySe zminéné varianty v LDLR

¢1 APOB genu a je jimi podminéno pouze 3 % vSech monogennich FH (Sun et al. 2005;

25



Melendez et al. 2017). Mohou byt rozdéleny do dvou skupin, kde mutace v PCSK9 genu vedou
k nadprodukci PCSK9 (,,gain-of-function*) nebo naopak inhibuji produkci PCSK9 (,,loss-of-
function®) (De Castro-Oro6s et al. 2010). ,,Gain-of-function® mutace v PCSK9 genu snizuji
koncentraci LDLR, tim zvySuji hladinu LDL-C v plazmé¢ a velkou mirou se podili na rozvoji

FH (Kyseldk a Sogka 2019). V Ceské republice nebyla doposud popsana mutace v PCSK9 genu.

1.3.1.4 Dalsi genetické varianty podmiiujici rozvoj FH

Minoritné¢ se muze objevit i autozomalné recesivni FH, ktera je podminéna mutaci v genu
pro adaptorovy protein 1 LDL receptoru (LDLRAP-1) (Vrablik et al. 2020). Dalsi varianty
ve STAPI genu a APOE loci, které zptusobuji FH fenotyp, byly popsany sporadicky (Santos et
al. 2017). Identifikace béznych variant v jednom z genii odpovédnych za rozvoj FH potvrzuje
diagn6zu FH, a tudiZ zvySené hladiny LDL-C po cely Zivot. Ojedin¢le identifikované varianty
byly nalezeny v genech CYP27A41 (cytochrom P450, podrodiny XXVIIA, polypeptid 1), LIPA
(lysozomalni lipaza A), LIPC (jaterni lipaza), LIPG (endotelidlni lipaza), CYP7A1 (cytochrom
P450 rodiny 7 podrodiny A c¢len 1), PNPLAS5 (protein obsahujici patatinu podobnou
fosfolipdzovou doménu 5) a dalSich genovych variant, které jsou pfic¢inou FH fenotypu (Lange
et al. 2014; Al-Allaf et al. 2015; Pirillo et al. 2017; Corral et al. 2018; Mikhailova et al. 2019).
V nékterych piipadech vSak pacienti nenapliluji univerzalné¢ nastavena kritéria tohoto
onemocnéni a jsou chybné klasifikovani jako FH. Tyto pfipady se nazyvaji FH fenokopie
a piikladem je sitosterolemie, kdy je identifikovana varianta v ABCG5/GS8 transportérnim genu
(Berge et al. 2000; Hubacek et al. 2001). U sitosterolemie je v plazmé zvySena hladina
rostlinného sterolu, které bézné enzymatické proby nedokazi od cholesterolu odlisit
(Moghadasian et al. 2002). Klinicky prezentujici se FH pacienti, u kterych neni nalezena
monogenni pfi¢ina onemocnéni mnohem pravdépodobnéji patii ke skupiné polygenné
podminénych hypercholesterolemii. Pouze u 40-60 % klinicky suspektnich pacientl je
identifikovana monogenni mutace ve vySe zminénych genech (Talmud et al. 2013).
V budoucnu muze byt FH v nékterych piipadech vysvétlena nové identifikovanou mutaci
v genu, kterou se stalym vyvojem a zlepSenim metod bude mozné detekovat. U zbylého
alel s malym efektem na hladinu LDL-C, které ve vétsim poctu zvysSuji hladinu LDL-C
1 u monogenné podminénych FH a vedou k rozvoji polygenni hypercholesterolemie (Talmud
et al. 2013). Pokud se tyto rizikové varianty podilejici se na polygenni hypercholesterolemii
objevi ve vy$§im poctu u pacientli s monogennim typem FH, je jejich riziko ASKVO znasobeno

(Trinder et al. 2019).
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1.3.2. Klinickéa a laboratorni diagnostika

Pacienti jsou klinicky diagnostikovani na zékladé¢ ,,Dutch Lipid Clinic Network
Criteria“ (DLCNC), kde jsou dle bodovaci stupnice roztfidéni do rizikovych skupin. Pacienti
jsou bodovani na zéklad¢ rodinné anamnézy, klinické historie, fyzického vySetfeni, hladin
LDL-C a DNA analyzy (Austin et al. 2004; Haase a Goldberg 2012; Nordestgaard et al. 2013).
Podle poctu bodi se pacienti fadi do skupin nepravdépodobné (<3), mozné (3-5),
pravdépodobné (6-8) a jisté (>8) FH (Austin et al. 2004; Haase a Goldberg 2012; Nordestgaard
et al. 2013). Alternativou pro klinickou diagnostiku pacienti mohou byt MedPed kriteria,
ktera tiidi pacienty do rizikovych skupin dle véku a hladin LDL-C (Williams et al. 1993; Austin
et al. 2004; Haase a Goldberg 2012). Genetickd diagnostika pacientll s receptorove
podminénou FH spociva v detekci pfitomnosti mutace v genu pro LDLR, pfipadné i mutace
v genu pro PCSK9, metodou NGS (Pavanello et al. 2019). U pacientd s FDB je genetické
vySetfeni vzhledem k pfitomnosti jedné prevalentni mutace vjednom specifickém misté
analyzovano metodou qPCR (Austin et al. 2004). Klinicky je FDB neodlisitelné od receptorove
podminéné FH a stejné€ jako u receptorové podminéné FH je frekvence pacientti s homozygotni

formou FDB vzéacnéjsi nez heterozygotni (Whitfield et al. 2004).

1.3.3. Vyznam FH

FH predstavuje jeden z nevyznamnéjSich rizikovych faktort pro rozvoj ASKVO, jelikoZ vede
ke zvySenym hladindm LDL-C. Doposud byl LDL-C prokazan jako jediny kauzélni faktor
pro rozvoj aterosklerdzy a nasledné ASKVO (Zaid et al. 2008). Klicovou tlohu ma jiz zminéna
vysokd hladina LDL-C, kterou se zabyvaji 1 odborné spolecnosti ve svych doporucenich.
Evropska spolec¢nost pro aterosklerézu a kardiologii ve svych doporucenich udava i cilové
hodnoty LDL-C farmakologicky lé¢enych pacientd. Pacienti jsou fazeni do kategorii
kardiovaskularnich rizik, tj. nizké riziko, stfedni riziko, vysoké riziko a velmi vysokeé riziko,
dle anamnézy a laboratornich vySetfeni. V zavislosti na kategorii kardiovaskularniho rizika
ahladiny LDL-C jsou doporuovany zména zivotniho stylu, ve vyS$§im riziku
také farmakologicka 1écba, piipadné alespon jeji zvdzeni. Dle doporuceni zroku 2019 by
u vysoce rizikovych pacientli v primarni nebo sekundéarni prevenci mél LDL-C poklesnout
o vice nez 50 % a cilova hladina LDL-C by méla byt nizs§i nez 1,4 mmol/l (55 mg/dl). Pacienti
ve vysokém riziku by méli dosdhnout poklesu LDL-C o vice nez 50 % a cilovych hodnot nizsich
nez 1,8 mmol/l (70 mg/dl). Cilové hodnoty LDL-C u pacientd ve stfednim riziku by

mély klesnout na <2,6 mmol/l (100 mg/dl) a u pacientdi vnizkém riziku na <3,0 mmol/l
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(116 mg/dl). Mezi dals§i preventivni opatifeni patfi vyvazena strava sniz§im obsahem
nasycenych mastnych kyselin, pfiméfena fyzicka aktivita, krevni tlak <140/90 mmHg,

glykovany hemoglobin <53 mmol/mol, aj (Mach et al. 2020).

1.3.4. Prevence a l1é¢ba

Prevence v pfipadé rozvoje FH neni zcela mozna, jelikoz se jedna o geneticky podminéné
onemocnéni. Nicméné zasadni roli u tohoto onemocnéni hraje véasné vyhledavani nemocnych
a nasledna dlouhodobd péce o tyto pacienty (Ceska et al. 2019). Dilezitou ulohu ma lécba
nemocnych, kterd mize byt nefarmakologicka i farmakologicka. Nefarmakologickd 1écba
zahrnuje zvySenou fyzickou aktivitu, dietni opatfeni a nekufacky styl Zivota. Pii geneticky
podminéné chorobé nemizeme od nefarmakologické I1écby ocekdvat zdsadni efekt
a pro pacienty s FH neni zcela dostacujici, nicméné nemlZeme na ni rezignovat. U vétSiny
nemocnych se vSak musi rozhodnout pro farmakologickou 1é¢bu, kterou predstavuji nasledujici
skupiny 1écCiv, tj. statiny, ezetimib, (pryskytice), PCSK9 inhibitory (PCSK9i) a nové léky
ve vyvoji. V ptipad¢ pacientli s homozygotni FH mtze byt také vyuzita invazivni 1é¢ba pomoci

LDL aferézy (Cuchel et al. 2014).

1.3.4.1.Statiny

Zékladnim stavebnim kamenem farmakologické 1é¢by dyslipidemii, tudiz i FH, jsou statiny.
Prakticky vSichni pacienti jsou léceni statiny v maximalni tolerované davce. Statiny snizuji
hladiny LDL-C blokovanim enzymu 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA)
reduktdzy a tim brani syntéze cholesterolu. Limitaci 1écby statiny je statinova intolerance,
se kterou se setkavame pouze u jednotek % nemocnych. Statinova intolerance se nejcastéji
projevuje v lehké formé svalovymi obtizemi bez zvySeni kreatinkindzy (CK) (Bruckert et al.
2005; Banach et al. 2015; Stroes et al. 2015). U pacientl se statiny indukovanou myopatii
po vysazeni statinil obtize mizi. V zavislosti na davce uzivaného léku nebo na soucasném
uzivani 1€kt zvySujici ucinky statind mohou pacienti tolerovat statiny plné¢ nebo castecné.
Frekvence vyskytu symptoml u statiny indukované myopatieje vysSi pii 1écbeé
hydrofobnimi statiny jako jsou atorvastatin, simvastatin ¢i lovastatin, jejichz biotransformace
je katalyzovéana ptes skupiny enzymi UGT a CYP. Hydrofilnimi statiny jsou
napf. rosuvastatin a pravastatin. Cirkulace a eliminace hydrofilnich 1 hydrofobnich statin(
probiha pfes ABC a SLC transportéry (Willrich et al. 2018). Mutace v genech téchto proteinti
muze prispet knaruSeni biotransformace statinil vtéle a ndsledné¢ vyvolat statinovou

intoleranci. Silnd asociace se statiny indukovanou myopatii byla studovdna u varianty
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SLCOIBI*5. U pacienti smyopatii a zvySenou hladinou CK byla sledovana asociace
atorvastatinu s variantou CYP345*3 (Wilke et al. 2005; Carr et al. 2013). ZvySené riziko
svalové toxicity bylo dale sledovano u varianty ABCBI ¢.1236T-2677T-3435T a naopak u
varianty UGT1A41*28 byla pozorovana sniZena svalova toxicita (Stormo et al. 2013; Canestaro

etal. 2014).

1.3.4.2. Ezetimib a pryskyfiice

Ezetimib je pouzivan v kombinacni 1€¢bé se statiny. Touto kombinaci je blokovano
1 vstiebavani cholesterolu v tenkém stfevé, a je tak zabranéno transportu cholesterolu do jater
(Sirtori 2014; Zhan et al. 2018). Pacienti touto 1é¢bou dosahuji efektivnéjsiho poklesu hladin
LDL-C (Raal et al. 2000; 1997; Yamamoto et al. 2000; Gagné et al. 2002; Marais et al. 2002;
Marais et al. 2008).

Pryskyfice byly historicky prvnimi léky pro pacienty s FH. Jejich funkci bylo inhibovat
enterohepatalni cyklus zlucovych kyselin, ¢imz byla zvysSena potieba cholesterolu k jejich
syntéze a tim byla zvySena aktivita a mnozstvi LDLR.V soucasné dob¢ se vSak prakticky

nepouzivaji (Ceska 2012).

1.3.4.3.PCSK9 inhibitory

Pomérné novou moznosti 1é¢by soucasné doby ke sniZeni hladin LDL-C je biologicka lé€ba FH
pacientl pomoci PCSK9i. PCSK9 je exprimovan piedev§Sim v jatrech, tenkém stieve
a ledvinach (Malo et al. 2020). Po vyplaveni do séra interaguje pii kontaktu s LDLR na povrchu
bunék. Vznikly komplex PCSK9/LDLR je endozomalné vchlipen do buriky (Obr.2). Komplex
se po vstupu do buiiky nerozpada a ziistava v endozomu kompletni. K recyklaci LDLR tedy
nedochazi, a naopak tento komplex je urcen k lysozomalni degradaci. PCSK9 tak ovliviiuje
expresi LDLR na povrchu hepatocytu a tim hladinu LDL-C. PCSK9i se navazuji na PCSK9
a blokuji vznik komplexu PCSK9/LDLR. Recyklace LDLR neni inhibovana a nadale probiha
clearance LDL-C. LéEbou PCSK9i je tak docileno snizeni hladin LDL-C o vice nez 50 %
(Watts et al. 2020).
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Obr. 2 Mechanismus transportu LDL-C do bunky (Krdhenbiihl et al. 2016)
a - bez pfitomnosti PCSK9i, b — v ptitomnosti PCSK9i

1.3.4.4.Novinky v lécb¢ FH

Novymi 1éky, které se blizi v klinické praxi, jsou inclisiran a kyselina bempedova. Inclisiran
jsou malé interferujici RNA (siRNA) molekuly specifické pro PCSKO9, které zabraiiuji translaci
messenger RNA PCSK9 a tim sniZuji koncentraci tohoto proteinu a nasledné 1 hladinu LDL-C
(German a Shapiro 2020). Kyselina bempedova je aktivovana v jatrech a inhibuje ATP-citrat
lyasu (ACLY), ktera je klicovym enzymem spojujicim katabolismus cukrt a lipida (Burke et
al. 2019). ACLY katalyzuje vyssi tvorbu HMG-CoA reduktazy, kterd je cilem pro plisobeni
statinti (Ray et al. 2019).

1.3.5.Lp(a) ve vztahu k FH

Familiarni  hypercholesterolemie se mize pojit sdalSimi poruchami lipidového
a lipoproteinového metabolismu. Jednou z nich je zvySend hladina Lp(a). Mnoho pacientl
s receptorové podminénou FH mé nezéavisle zvySenou hladinuLp(a)na niz maji
pravdépodobné vliv variace v LPA genu (Langsted et al. 2016). U téchto pacientd s vys$imi
hladinami Lp(a) je zvySené riziko infarktu myokardu (Langsted et al. 2016). Hladiny Lp(a)
jsou geneticky determinovany a nelze je ovlivnit drzenim diety, pohybovou aktivitou ¢i redukei
vahy (Scanu a Fless 1990; Kronenberg 2016). Nicméné v soucasné dobé byl sledovan pozitivni

ucinek PCSK91 na snizeni hladin Lp(a) (Krdhenbiihl et al. 2016).
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1.3.6. Polymorfizmus apolipoproteinu E

Ke zvyseni hladin LDL-C mimo jiné pfispiva i polymorfizmus APOE (Sharifi et al. 2019).
V zévislosti na kombinaci dvou nukleotidi na pozici ¢.388T>C (rs429358) a ¢.526C>T
(rs7412), kde dochazi k zdméné aminokyseliny, je definovéana izoforma E2, E3, E4 a jejich
kombinace (Ferricres et al. 1994; Eichner et al. 2002). Nejbéznéjsi formou je izoforma E3E3
(Phillips 2014). U nositel alely £4 se VLDL c¢astice 1épe vazi k LDLR a v pfipad¢ jedinct
s homozygotni formou je zvySeno riziko rozvoje Alzheimerovy choroby (Huebbe a Rimbach
2017; Mufioz et al. 2019). Alela E4 je déle spojena se zvySenym zkracovanim telomer a je
rizikovym faktorem i pro jind neurodegenerativni onemocnéni jako cerebralni amyloidni
angiopatie, mnohocetnd sklerdza, aj (Greenberg et al. 1995; Masterman a Hillert 2004; Jacobs
et al. 2013). Alela E£2 se vaze k LDLR se slabsi afinitou na rozdil od alel £3 a E4, a lipidovy
transport je tak méné ucinny (Breslow et al. 1982; Civeira et al. 1996; Feussner et al. 1998).
Homozygotni forma APOE? je spojena se zvySenym rizikem hyperlipoproteinemie typu III,
jelikoz ApoE2 se vaze na LDLR-piibuzny receptor a heparin sulfatové proteoglykany,

ptes které mize dochazet ke clearance lipoproteinovych remnantd (Phillips 2014).

1.3.7. Familiarni dysbetalipoproteinemie

Familiarni dysbetalipoproteinemie (FD), nebo-li hyperlipoproteinemie typu III, je geneticky
podminéné onemocnéni charakteristické zvySenymi hladinami triglyceridi a celkového
cholesterolu (Javvaji et al. 2022). FD je asociovana se zvySenym rizikem pfed¢asného ASKVO
a prevalence tohoto onemocnéni je odhadovana na 1:1000 — 2500 (Heidemann et al. 2022;
Koopal et al. 2017). Jednd se pfevazné o autosomalné recesivni onemocnéni s nizkou
penetranci. V pfiblizn€ 90 % ptipadi je genetickym podkladem FD homozygotni forma alely
E2v APOE genu a ve zbylych ~ 10 % ptipadu jsou pricinou jiné dominantni varianty. Nicméné
pouze 10-15 % jedinci s E2E2 rozvine dysbetalipoproteinemicky fenotyp pii plsobeni
sekundéarnich rizikovych faktorG jako obezita, diabetes mellitus (DM), metabolicky stres
nebo insulinova rezistence v pozdéjsi fazi zivota (Heidemann et al. 2021). Klinicky se FD
manifestuje xantomy a smiSenou hyperlipidemii, tedy zvySenymi hladinami celkového
cholesterolu (TC) a TG (Koopal et al. 2017). Lécba je cilena pfedevS§im na non-HDL-C.
Nefarmakologicky se uplatituje dodrzovani dietnich opatfeni a farmakologicky je podavéana

kombinace statinu s fibratem (Satny et al. 2022).
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1.3.8. Familiarni chylomikronemie

Familiarni chylomikronemie (FCS, OMIM *238600), nebo také deficience lipoproteinové
lipazy, je extrémné vzacné autosomalné recesivni onemocnéni charakteristické vysokymi
plazmatickymi hladinami TG (>10 mmol/l) (Baass et al. 2020). FCS postihuje 1 az 10 jedinct
z milionu (Hegele et al. 2018). VétSina jedincl je diagnostikovana az v rané dospélosti,
ackoli se onemocnéni projevuje jiz v utlém véku (Baass et al. 2020). Jedinci s FCS jsou
ohroZzeni pfedevsim atakami akutnich pankreatitid, které jsou spojeny s rizikem mortality
(Baass et al. 2020). Krom¢ akutni pankreatitidy se FCS pacienti mohou manifestovat
eruptivnimi xantomy, lipemou retinalis ¢i hepatosplenomegalii. Pfi¢inou tohoto onemocnéni je
ve vice nez v 80 % homozygotni mutace v LPL genu (Baass et al. 2020). Ve zbylych piipadech
je FCS zplsobena bialelickou mutaci ve 4 dalSich genech podporujicich funkci LPL,
konkrétné¢ APOC2, APOAS, LMFI1 a GPIHBPI genech (Hegele et al. 2018). Pacienti s FCS
musi dodrzovat striktni dietni pfijem tuki, ktery dlouhou dobu byl jedinou efektivni 1écbou,
jelikoz odpovéd metabolismu pacientll na farmaka snizujici hladinu TG vcetné fibrati je
vyrazng sniZena (Baass et al. 2020). Pro dlouhodobou prevenci je v soucasnosti dostupna 1écba
antisense oligonukleotidem cilenym na APOC3 mRNA zvany Volanesorsen, ktery inhibuje
aktivitu LPL (D’Erasmo et al. 2021). Testovano bylo také 1éCivo na bazi genové terapie
pod nazvem Glybera, jehoz vysledkem je pfi zbytkové hladin€ LPL exprese LPL ve svalech.
Lécivo vSak nebylo pfi dlouhodobé aplikaci G¢inné a z divodu komplikaci s injekénim

podavanim bylo stazeno z trhu (Feingold 2000b).
1.3.9. Dal$i monogenni onemocnéni

1.3.9.1.Choroba ukladani esteru cholesterolu

Wolmanova choroba (WD, OMIM *278000) a choroba ukladéani esteri cholesterolu (CESD,
OMIM *278000) jsou autosomalné recesivni onemocnéni charakteristické snizenou aktivitou
lysozomalni kyselé lipazy (LAL). Nizka koncentrace tohoto enzymu je pfi¢inou vysokych
hladin TG a hromadéni esterti cholesterolu v endozomech a lysozomech (Ries et al. 1998).
Pfi¢inou obou téchto onemocnéni jsou mutace v genu LIPA. WD se vyznafuje nulovou
v mnoha tkanich (Anderson et al. 1994). Klinické piiznaky WD jsou hepatosplenomegalie,
neprospivani, malabsorpce, a hlavné kalcifikace nadledvin, kterou se pacienti s WD odliSuji
od onemocnéni zvaného Niemann-Pick typ C s téméf totoZznymi piiznaky. Naopak CESD ma
mirngj$i fenotyp, jelikoz rezidudlni aktivita enzymu (1-12 %) je zachovéna. Pacienti s CESD
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mayji rozdilné klinické fenotypy a projevy tohoto onemocnéni se mohou objevit az v dospivani
(Aguisanda et al. 2017). Z divodu pravé rozdilné manifestace je CESD mnohem hiie
identifikovatelnd, a tudiz poddiagnostikovana. Lécba obou téchto onemocnéni je slozitd. Byly
testovany transplantace hematopoetickych a kmenovych bunék, avSak mortalita byla stale
vysokéd a terapeuticky vystup byl nejasny. Pro pacienty s LAL deficienci byla schvélena
enzymova terapie, ktera je vSak komplikovanéjsi na aplikaci, neni zajiSténa distribuce do vSech
tkani a 1écba je vysoce nédkladné (Aguisanda et al. 2017). K 1é¢bé CESD jsou uzivany i statiny,
které jsou pro vétsi efekt uzivany v kombinaci s ezetimibem ¢i cholestyraminem (Yokoyama a

McCoy 1992; Tadiboyina et al. 2005; Aguisanda et al. 2017).

1.3.9.2.Sitosterolemie

Sitosterolemie je vzacné autosomalné recesivni onemocnéni charakteristické zvySenou
absorpci a snizenou zZlu¢ovou exkreci rostlinnych sterolii a cholesterolu. Disledkem je zvySena
hladina rostlinnych sterolti jako sitosterol a kampesterol v séru. Hladiny LDL-C jsou u pacienti
se sitosterolemii velmi variabilni vzhledem k ostatnim genetickym hypercholesterolemiim.
Pacienti se klinicky mohou manifestovat S§lachovitymi a tuberdéznimi xantomy
a také ptredcasnou korondrni ateroskler6zou. Pti¢inou sitosterolémie je mutace v ATP-vazebné
kazeté podrodiny G ¢lena 5 nebo 8 (ABCGS, OMIM *618666 nebo ABCGS, OMIM *210250).
Ackoli je sitosterolemie recesivni onemocnéni, tudiz jsou onemocnénim postizeni homozygoti
¢i slozeni heterozygoti, dle Nomura et al. 2020 heterozygotni jedinci s ,,loss-of-function*
variantou v ABCGS genu maji zvySené hladiny sitosterolu a LDL-C v plazmé, a tedy 1 zvySené
riziko rozvoje kardiovaskularniho onemocnéni. Jedinci se sitosterolemii jsou farmakologicky
lé¢eni pfedevsim ezetimibem, ktery je efektivni ve sniZzovani nejen LDL-C ale 1 sitosterolu.
V ptipadé€ pacientd se zvySenou hladinou LDL-C jsou aplikovany také statiny ¢i PCSK9i (Tada
et al. 2018).

1.3.9.3.Hypobetalipoproteinemie

Hypobetalipoproteinemie (HBL) je skupina onemocnéni charakteristickd nizkymi
plazmatickymi hladinami LDL-C ¢i ApoB (Schonfeld et al. 2005), zatimco v piipadé
abetalipoproteinemie (ABL) jsou hladiny téchto ¢astic nulové (Welty 2020). HBL i ABL se
manifestuje steatoreou, zazivacimi komplikacemi, neurologickymi néalezy a v nckterych
piipadech jaterni steat6zou ¢i ojedin€le cirh6zou (Lee a Hegele, 2014). Obé onemocnéni maji
pfevazné geneticky podklad. Primarni HBL monogenniho ptivodu je identifikovana u 36 %

pacientli, zatimco polygenni pivod je zastoupen ve 34 %. Pacienti s monogenni HBL jsou
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ve vys$Sim riziku poSkozeni jater nez pacienti s polygennim rizikem, nicméné v piipadé
heterozygoti s ,,loss-of-function* mutaci v APOB je nizsi riziko rozvoje ASKVO (Rimbert et
al. 2021). Prevalence familiarni HBL typu 1 je 1:1000-3000 jedinct a ostatnich typt primérni
HBL je méné nez 1 na milion (Blanco-Vaca et al. 2019). Pacienti s ABL ¢i homozygotni HBL
musi dodrZzovat specificka dietni opatfeni s <30 % piijmem tukil z celkovych kalorii a
omezenym piisunem dlouhych fetézcli mastnych kyselin. Navic by preventivné méli uzivat
vitaminové dopliiky, aby se piedeSlo napf. neurologickym a oftalmologickym komplikacim
(Lee a Hegele 2014).

Familiarni HBL typu 1 (OMIM *615558) je autosomaln¢ dominantni onemocnéni, které je
zptsobeno mutaci v APOB ¢i PCSK9 genu. Je identifikovano u pacientii pfevazné
v heterozygotni form¢ a je vétSinou asymptomatické, v nékterych ptipadech se projevuje
steadzou jater (Schonfeld et al. 2005; Blanco-Vaca et al. 2019). Homozygoti jsou témét
neodlisitelni od ABL (Blanco-Vaca et al. 2019).

Familiarni HBL typu 2 (OMIM *605019), ¢i familiarni kombinovand hypolipidemie, je
vzacné autosomalné recesivni onemocnéni zapii¢inéné mutaci v angiopoetin-like 3
(ANGPTL3) genu, ktery katabolizuje LPL a endotelialni lipazu (Blanco-Vaca et al. 2019).
Pacienti se manifestuji pouze hypolipidemii (Ramasamy 2016).

Choroba z retence chylomikront neboli Andersonova choroba (OMIM *246700) je vzacné
recesivni onemocnéni zplsobené mutaci v Ras pribuzné GTPase 1B asociované se sekreci
(SARIB). Onemocnéni je charakteristické akumulaci lipidovych kapicek v enterocytech
a celkovou absenci ApoB-48 obsahujicich ¢astic v plazmé (Blanco-Vaca et al. 2019).

Abetalipoproteinemie (OMIM *200100) je vzacné recesivni onemocnéni zpisobené mutaci
v genu pro protein zajist'ujici mikrosomalni triglyceridovy transport (M77P) (Blanco-Vaca et
al. 2019). Biochemicky profil pacienti se typicky prezentuje absenci LDL-C ¢astic
a chylomikront, nizkych hladin TG a vitaminu E (Lee a Hegele 2014).
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2. Cile a hypotézy

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou jednou z nejéastéj§ich piicin umrti v Ceské
republice. Podkladem tohoto onemocnéni je aterosklerdza, kterd vznika predevsim disledkem
zvySené hladiny LDL-C (,,Jlow density lipoprotein cholesterol, lipoprotein o nizké hustot¢)
v krvi. Zvysené hladiny LDL-C jsou ovlivnény nejen faktory zevniho prostfedi, ale také
genetickymi faktory, ke kterym se fadi defekt v LDLR, APOB nebo PCSK9 genu. Familiarni
defekt ApoB-100 (FDB) je podmnozina skupiny onemocnéni oznacované jako familiarni
hypercholesterolemie (FH). Podkladem FDB je porucha vazby ApoB-100 na LDLR. Klinicky
jsou pacienti s FDB neodlisitelni od pacientii s poruchou v LDLR.

Cilem této prace je prispét k popisu biochemickych a klinickych nalezii u nemocnych
s receptorové podminénou (,,klasickou*) FH a FDB, popsat rozdily mezi témito dvéma
skupinami a také analyzovat jejich odpovéd’ na hypolipidemickou 1é¢bu. Druhym cilem
bylo potvrdit a specifikovat polygenni rizikové skére u jedincii s E2E2 genotypem,
které by bylo prediktorem rozvoje familiarni dysbetalipoproteinemie. Splnéni obou cilii
mélo prispét ke zlepSeni prevence ateroskleroticky podminénych KVO a dalSich

onemocnénich spojenych s poruchou lipidového metabolismu.

2.1.Hypotézy

1) Komplexni dlouhodobé sledovani a povédomi o tukovém metabolismu vede ke zlepSeni

diagnostickych moznosti a snizeni rizika rozvoje ASKVO
2) ,.Klasicka“ receptorové podminéna FH je vice rizikova nezli FDB.

a. rozdil v konkrétnich sledovanych biochemickych parametrech u pacientl

s receptorové podminénou FH oproti jedinctim s FDB
b. Uspésnost terapie

3) Hladiny lipidovych parametri u FH pacientd jsou do jisté miry ovlivnény genotypem

APOE

4) Hladiny LDL-C, Lp(a) a dalsi rizikové faktory u FH pacientil pfinasi vyssi riziko rozvoje
ASKVO

5) Genetické skore u pacientd s E2E2 genotypem je prediktorem familidrni

dysbetalipoproteinemie
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3. Material a metodika

3.1.FH kohorta

Sledovanou skupinu tvofilo 1236 klinicky diagnostikovanych FH jedincti sledovanych
na naSem pracovisti. Primérny veék byl 44,8 + 16,7 let. Velkou ¢ast, az 68 %, této skupiny
tvotily zeny. Soucasti skupiny bylo pfiblizn¢ 80 % probandi a 20 % ptibuznych. Diagnéza FH
byla postavena na zdkladé DLCNC nebo genetického vySetieni. Mensi Cast skupiny byla
geneticky analyzovéna a u 15 % testovanych jedincii tak byla identifikovana prevalentni
varianta v genu APOB a u vice nez 13 % testovanych jedinct byly nalezeny varianty v LDLR
genu. Ve skupiné byli sledovani jedinci s farmakologickou terapii 1 jedinci
s nefarmakologickou 1é¢bou. Rizikové faktory a klinické komplikace jsou konkrétnéji uvedeny
v tabulce ptislu$né publikace. Z 1236 jedinct byla pfiblizn€ u 17 % jedincii evidovana statinova
intolerance.

Prvni klinicky diagnostikovani FH zacali byt sledovani v 60. letech 20.stoleti. V prib¢hu
roku 2020 byla retrospektivn¢ seskupena vesSkera data. VSem dostupnym jedincim bylo
provedeno biochemické a genetické vySetteni. U pacientil, které nebylo mozné vysetfit v roce
2020, bylo pracovéano s poslednimi dostupnymi vysledky. Hladiny standardnich lipidovych
parametrl, konkrétné¢ TC, HDL-C, TG, LDL-C, ApoB, Lp(a), byly méfeny na automatickych
analyzatorech ve spolupréci s Ustavem biochemie a laboratorni diagnostiky Vieobecné fakultni
nemocnice. Vice nez 80 % jedinct této pocetné skupiny bylo geneticky testovano na ptritomnost
prevalentni varianty v APOB genu a polymorfizmus v genu APOE. Analyza LDLR variant
probéhlau vice nez 14 % FH jedincl s vyloucenou prevalentni variantou v APOB genu. Nékteré
z analyz sekvenovani a MLPA probihaly ve spolupraci s Ustavem biologie a lékaiské genetiky
1.1ékatske fakulty a VSeobecné fakultni nemocnice. Probandi i jejich ptibuzni podepsali
informovany souhlas s genetickym testovanim schvaleny etickou komisi VSeobecné fakultni
nemocnice.

Zvl1astni podskupinu tvofili FH jedinci indikovani pro terapii PCSK9i, celkové bylo téchto
pacientl 207. V sekundarni prevenci ASKVO bylo 31 % z nich. Podskupina byla sledovana
od poloviny roku 2018 do poloviny roku 2020 a hladiny lipidovych parametri byly
analyzovany pied zahdjenim terapie a po 12 tydnech, 24 tydnech, 1 roce a 2 letech. Kromég
hladin lipidovych parametr byly u téchto jedinct analyzovany také glykémie a glykovany

hemoglobin.
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Déle jsme vyuzili moznost pouzit néktera data projektu ScreenPro FH, ktery je koordinovan
na nasi klinice. V této ¢asti prace byli sledovani suspektni FH v 10 zemich, které jsou konkrétné
uvedeny v prislusné publikaci, pied a po 3 letech terapie. Na pocatku a po 3 letech sledovani
byly v jednotlivych zemi FH jedincim analyzovany lipidové parametry (TC, HDL-C, TG,
LDL-C). Zem¢ poskytly primérnou hodnotu kazdého parametru soucasné se smérodatnou

odchylkou.

3.2.Genetické analyzy

3.2.1.1zolace DNA

DNA byla izolovana vysolovaci metodou dle Miller et al. 1988. Koncentrace DNA a jeji Cistota
byly méteny spektrofotometricky.

3.2.2. Analyza familiarniho defektu ApoB-100

Varianty p.R3527Q a p.R3558C v genu APOB byly detekovany metodou PCR-RFLP. PCR
reakéni mix obsahoval 0,5 ul pacientské DNA, 0,3 ul Taq DNA polymerazy (5 U.ul?), 5 pl
MgClz (25 mmol.I'Y), 5 ul 10x Taq pufru + (NH4)2SO04, 1 pl ANTP mixu (10 mmol.1™"), 0,2 pl
kazdého primeru (10 pmol.ul!) a 37,8 ul vody. Reakéni podminky jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6 Podminky PCR reakce APOB (délka produktu 150 bp)

Teplota | Cas
94°C |2 min
94°C |30s

55°C |30s | Opakovat 35x

72°C |30s
70 °C |5 min
10°C |

Restrikéni analyza obsahovala 1 ul enzymu Mlul (10 U.ul™"), 1 ul enzymu Mspl (10 U.ul™),
2 pl 10x Tango pufru a 16 ul PCR produktu. Inkubace probihala pii 37°C pies noc. Fragmenty
byly separovany na 2% agarézovém gelu. Délka produktu APOB+ je 125 bp, zatimco bézna
délka fragmentu APOB- je 100 bp. Vyuzité primery i restrikéni endonukledzy jsou uvedeny

v ptislusné publikaci.
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3.2.3. Stanoveni polymorfizmu ApoE

Izoformy E2, E3 a E4 byly detekovany metodou PCR-RFLP. PCR reak¢ni mix obsahoval 0,5 pl
pacientské DNA, 0,3 pl Taq DNA polymerazy (5 U.ul"), 10 pl GC-rich, 5 pl 10x PCR pufru
+ MgClz, 1 ul ANTP mixu (10 mmol.I'"), 0,2 ul kazdého primeru (10 pmol.ult) a 33 ul vody.
Reakéni podminky jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 Podminky PCR reakce APOE (délka produktu 227 bp)

Teplota | Cas
40 °C |2 min
95°C |4 min

95°C | Imin | Opakovat 30x
70 °C | 1,5 min

72°C |10 min
10°C |

Restrikéni analyza obsahovala 1,5 pl enzymu Cfol (10 U.ult), 2,5 pl pufru B, 6 pl vody
a 15 ul PCR produktu. Inkubace probihala pii 37°C pies noc a APOE izoformy byly
detekovany pomoci 10% polyakrylamidového gelu. Délka fragmentu E3 je 91 bp, £2 je 81 bp
a E4 je 72 bp. Vyuzité primery jsou uvedeny v pfislusné publikaci.

3.2.4. Analyza variant v LDLR

Varianty v LDLR genu byly analyzovany pomoci Sangerova sekvenovani. V prvnim kroku
piipravy byl pomoci PCR amplifikovan vySetfovany exon LDLR genu. PCR reakéni mix
obsahoval 0,5 pl pacientské DNA (20 ng.ul™"), 9 pl AmpliTaq Gold™ 360 Master Mixu, 1 pl
kazdého primeru (10 pmol.ul') a 6,5 ul vody. Délka fragmenti byla ov&fena pomoci agarézové
elektroforézy. Sekvena¢ni mix obsahoval 0,3 pl PCR produktu, 0,7 pul BigDye™ Terminator
v3.1 Cycle Ready Reaction mixu, 2 pul BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing pufru,
0,5 ul primeru (10 pmol.ul!) a 6,5 pl vody. Produkty pro sekvenaci byly pied analyzou
v sekvenatoru pieciStény a denaturovany. Reakéni podminky jsou uvedeny v Tabulce 8 a 9.
Vyuzité primery a jejich specifické PCR podminky i1 velikosti fragmentii jsou uvedeny

v Tabulce 10.
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Tabulka 8 Podminky PCR reakce LDLR

Tabulka 9 Podminky sekvenacni reakce LDLR

Teplota Cas Teplota | Cas

95°C 7 min 96 °C 1 min

95°C 30s 96°C |20

-62 °C (viz. ifické

72°C 30 60°C  |4min

72°C 7 min 4°C o0

4°C o

Tabulka 10 Sekvence primert 18 exonl LDLR vyuzitych v sekvenacni reakci
Velikost
Primer Sekvence primeru produktu | t(°C)
(bp)

MI13-LDLR-1F 5'GTAAAACGACGGCCAGTGGAGTGGGAATCAGAGCTTCACGG 435 60
LDLR-1R 5'CCATTACCCCACAAGTCTCCCAG
MI13-LDLR-2F 5'GTAAAACGACGGCCAGTTGGCAGGAAATAGACACAGGA 294 56
LDLR-2R 5'ACCAGAAATTCAAGACCAGCCT
M13-LDLR-3F 5'"GTAAAACGACGGCCAGATATTGGCCAGGCTGGTCTTG 302 62
LDLR-3R 5'"GAGCAGGACCCCGTAGAGACA
M13-LDLR-4F 5'GTAAAACGACGGCCAGGGTTCAGAGTCCATGGCCC 635 62
LDLR-4R 5'GTTGTTGGAAATCCACTTCGGC
M13-LDLR-5F 5'"GTAAAACGACGGCCAGGGCCCTGCTTCTTTTTCTCTG 268 57
LDLR-5R 5'CCCTCTGGCTTCACAAATCATT
M13-LDLR-6F 5'GTAAAACGACGGCCAGCATTTGCATGCGTTCTTATGTG 310 56
LDLR-6R 5'CCAAAACCCTACAGCACTCATG
MI13-LDLR-7F 5'GTAAAACGACGGCCAGGAGGTTGTAATGAGCCAAGGTTG 300 53
LDLR-7R 5’AGCACACTTAACAGATGGGGAAAC
M13-LDLR-8F 5'GTAAAACGACGGCCAGTTCGAAGGTGTGGGTTTTG 329 53
LDLR-8R 5'TCAGGGGATATGAGTCTGTGC
MI13-LDLR-9F 5'GTAAAACGACGGCCAGTTTTCTGGGTGCCTCCTCTGG 330 61
LDLR-9R 5'CTGAGGCAGGAGGAGAGAAGGG
MI13-LDLR-10F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGATGATCTGCAGGTGAGCGTCG 408 61
LDLR-10R 5’ATGCCCAGCCCACTAACCAGT
MI13-LDLR-11F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGTGTTTCTTCCAGAATTCGTTG 310 57
LDLR-11R 5’AACCTTCAGGGAGCAGCTTG
MI13-LDLR-12F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGGGTGCTTTTCTGCTAGGTCCC 357 53
LDLR-12R 5'TCACAACCAGTTTTCTGCGTTC
MI13-LDLR-13F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGTAGTTGTGGAGAGAGGGTGG 294 56
LDLR-13R 5'GAGGGTGGCCTGTGTCTCATC
MI13-LDLR-14F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGCCCCAACCTTGAAACCTCCTT 350 59
LDLR-14R 5'GGTACCCATTTGACAGATGAGCA
MI13-LDLR-15F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGGGCCTCCCAAGGTCATTTGA 351 53
LDLR-15R 5'CTCCGTGACCAAAATGTTCGTG
MI13-LDLR-16F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGCATTTCTTGGTGGCCTTCCT 224 57
LDLR-16R 5’AAAAAGTGAACAGGCCCAAC
MI13-LDLR-17F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGCAAGGTTATGGTACGATGCCC 333 58
LDLR-17R 5'TGGTCCCTTGAGGATCATATGC
MI13-LDLR-18F | 5’"GTAAAACGACGGCCAGGTACTCACCGTCTCCCTCTGGC 208 59
LDLR-18R 5’ACAAAGCTCTGGCAGGCAATG
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3.2.5. Statistickd analyza

Data byla analyzovéana softwarem STATISTICA 13 ve spolupraci s MATSTAT s.r.o. Z dat
lipidovych parametrti, glukézového metabolismu a véku byly pocitany priméry spolu se
smérodatnou odchylkou (SD). Za statisticky signifikantni byla povazovana p-hodnota < 0,05.
Porovnani hodnot hladin jednotlivych lipidovych parametrii na zacatku sledovani a v prub¢hu
sledovéni bylo hodnoceno parovym t-testem. Pro srovnani tfi a vice skupin byl vyuzit ANOVA
test. Pro zavislost lipidovych parametri a véku byl pouzit Pearsonliv korela¢ni koeficient.
Graficky byly data zndzornény formou krabicového grafu. Vliv rizikovych faktorii (pf. DM,
hypertenze, aj.) na celkové riziko KVO byl posouzen pomoci multivaria¢ni logické regrese.

V ptipadé analyzy dat z projektu ScreenPro FH a pro podskupinu FH jedincti indikovanych
na terapii PCSKO9i byl pouzit dvouvybérovy t-test pro nezavislé vzorky. Bylo pocitano se

statistickou vyznamnosti a=0,05.

3.3.Kohorta s E2E2 genotypem

Ve skupiné pacientd bylo 71 jedinct s E2E2 genotypem a FD fenotypem, z nichz 11 jedinct
mélo FD fenotyp potvrzeny ultracentrifugaci lipoproteinti. Kontrolni skupina obsahovala 90
jedincti s E2E2 genotypem bez dokumentace FD. Jednalo se o dospé€lé jedince, u nichz byla
ziskana data na pocatku a v pribéhu studia. Skupina s FD fenotypem byla sledovana na dvou
pracovistich, na III. interni klinice - klinice endokrinologie a metabolismu 1. LF UK a VFN
v Praze a na Oddé¢leni klinické biochemie ve Fakultni nemocnici U Sv. Anny v Brné. Kontrolni
skupina byla vybrana z velké kohorty post-MONICA (MONItoring of Trends and Determinants
in CArdiovascular Disease) a HAPPIEE (Health, Alcohol and Psychosocial factors In Eastern
Europe), jejichz DNA banka je uskladnéna v Centru experimentidlni mediciny IKEM.

Charakteristika pacientil je konkrétn&ji uvedena v &lanku Satny et al. 2023(v recenznim Fizent).

3.3.1. Izolace DNA, genotypizace APOE a variant spojenych s vysokymi
hladinami TG

DNA byla izolovéana vysolovaci metodou dle Miller et al. 1988. Koncentrace DNA a jeji Cistota

byly méfeny spektrofotometricky. Nasledné byl analyzovan APOE genotyp dle postupu

uvedeného v kap. 3.2.3 nebo metodou qPCR (Tabulka 11) pomoci TagMan® assay rs429358
ars7412.
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Tabulka 11 SloZeni reakéni smési pro qPCR reakci

Slozeni reakéni smési V (ul) na jeden vzorek
TagMan® Genotyping Master Mix 5

SNP 0,5

DNA 1

H,O 3,5

Varianty spojené s vysokymi hladinami TG byly analyzovany PCR-RFLP (Tabulka 12, 13,
15) nebo qPCR (Tabulka 11) pomoci TagMan® assay, jejichz ID jsou uvedena v Tabulce 14.
Detekce varianty metodou PCR-RFLP probihala v 10% polyakrylamidovém gelu.

Tabulka 12 SloZeni reak¢éni smési pro PCR reakcei

Slozeni reak¢ni smési V (ul) na jeden vzorek
Dream Taq pufr 2,5

MgCl; (25 mmol.I") 1,5 (2%)

dNTP (10 mmol.I"!) 0,5

Primer (10 pmol.ul!) F+R 1+1

Dream Taq polymeraza (5 U.ul™!) 0,05

DNA 1

HO 17,45

F- forward (vedouci fetézec), R — reverse (zpozd'ujici se fetézec)

Tabulka 13 Slozeni reakéni smési pro restrikéni analyzu

Slozeni reak¢ni smési V (ul) na jeden vzorek
Pufr k pfislusnému enzymu 2

Enzym (10 U.pl™") 0,5

PCR produkt 10

HO 7,5




Tabulka 14 Vybrané SNP spojené Tabulka 15 Vybrané SNP spojené vysokymi hladinami TG

vysokymi  hladinami analyzované PCR-RFLP
TG analyzované qPCR -
¢ trestrik Velikost
Gen SNP Enzym | non | ") produktu
co | co | Ph
Gen SNP
APOAS | 15964184 | Bspl431 | 60* | 37 195
APOE | 15439401 TYWIB | 1513238203 | Tail | 66 | 65%* 134
CTFI | rs11649653 CILP? | 1510401969 | Taal | 70 | 65%+ 226
LPL 112678919 LIPC | 15261342 Taal | 68 | 65%* 127
CYP26A1 | 152068888 GCKR | 151260326 | Mspl | 68 37 201
HLA 12247056 CAPN3 | 152412710 | Mspl | 70 37 163
LRPI rs11613352 FRMDS | 152929282 | Rsal | 58 37 224
CETP 17205804 *reakce probihala s 2 ul MgCl,
NAT2 151495743 **§té&peni probihalo 3 hodiny, jinak bézné 37°C ptes noc
MAP3KI | 159686661
GALNT? | 151321257
TRIB1 1s2954029

3.3.2. Statisticka analyza

Data byla analyzovana softwarem STATISTICA. Hardy-Weinbergerova rovnovéha nebyla
z diivodu velmi specifické populace s genotypem E2E2 pocitana. Chi kvadrat a jednotlivé
poméry vyskytu rizikovych variant (OR) s 95% intervalem spolehlivosti (95% CI) byly
stanoveny pomoci ¢tyipolni kontingen¢ni tabulky. V pfipadé¢ méné nez 5 jedincti s minoritnim
genotypem byli tito jedinci poolovani s heterozygoty. Pro vypocet nevaZzené¢ho genetického
rizikového skore (GRS) byly vyuzity SNP s OR > 1,75, které byly u protektivniho genotypu
pii vypoctu nahrazeny hodnotou 0, u heterozygoti hodnotou 1 a u rizikového genotypu
hodnotou 2. Celkové GRS bylo vypocteno jako suma téchto hodnot a za statisticky signifikantni

byla povaZovana p-hodnota < 0,05.
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4. Vysledky

Vysledky jsou uvedeny v plném rozsahu v ptiloze dizertatni prace. Komentar k vysledkim

jednotlivych publikaci je popsan v nasledujicich podkapitolach.
4.1.FH pacienti a jejich genetika a biochemické parametry

Cil: Retrospektivné analyzovat data FH skupiny pacientii ze specializovaného centra, poukazat
na prospésnost farmakologické terapie a charakterizovat rozdily v lipidovych parametrech mezi
podskupinami FH, a to receptorové podminénych FH pacientl a FDB pacientii, a skupin FH

pacientil s riznymi APOE genotypy.

Metodika: Skupina 1236 FH pacientt byla dlouhodobé¢ sledovana v naSem centru. Tato skupina
byla vySetfena na pfitomnost prevalentni varianty p.R3527Q a p.R3558C v genu APOB
(familiarni defekt ApoB-100 nebo-li FDB) a ApoE izoformu metodou PCR-RFLP. U ¢&asti
skupiny byly analyzovany varianty v LDLR genu. Hladiny LDL-C, TC, TG, HDL-C, ApoB
aLp(a) byly méfeny na zacatku sledovani a v jeho pribchu. Byla shromazdéna data

o farmakologické terapii. Data byla statisticky zpracovana.

Vysledky: Plazmaticka hladina LDL-C pti dlouhodobém sledovani celé kohorty FH pacientd
poklesla z 6,49 = 1,92 mmol/l na 3,26 + 1,57 mmol/l, tedy téméf o 50 %. U dalSich lipidovych
parametrl jako TC, ApoB, TG a HDL-C byl zaznamendn mirné&jsi pokles hladin pod 40 %,
s vyjimkou hladiny Lp(a), u niZ nebyla zména patrna. Jedinci s receptorové podminénou FH
méli vstupni hladiny LDL-C 6,61 + 1,95 mmol/l a jedinci s FDB 5,57 £+ 1,46 mmol/l. V priibéhu
studia hodnoty LDL-C vyznamné poklesly u pacientl s receptorové podminénou FH o 51,1 %
na 3,21 £ 1,60 mmol/l au FDB pacientti 0 37,7 % na 3,45 + 0,24 mmol/l. Byl pozorovan pokles
iu hladin ApoB a vyznamny pokles u hladin TC, které u pacientl s receptorové podminénou
FH poklesly v prubéhu studia ptiblizn¢€ o 41 %, zatimco u pacientti s FDB pfiblizn¢ o 30 %.
Vyraznéjsi rozdil byl také u hladiny Lp(a), ktera se u receptorové podminénych FH pacientii
témét nezménila, a naopak u FDB pacientt vzrostla o 61,2 %. U jednotlivych skupin pacientd
s riznymi ApoE izoformami byly také pozorovany poklesy hladin lipidovych parametra, které
byly nejvyraznéjsi u skupiny s E2E2 genotypem, zatimco nejmensi byly u E4E4 a E3E3
genotypu.

V ramci naSeho studia terapeutické péce nejvice prosperovala skupina, ktera zahajila

farmakologickou terapii po zacatku sledovani v naSem centru. Tato skupina dosahla zna¢ného
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poklesu hladin lipidovych parametr s vyjimkou Lp(a), predevsim hladina LDL-C poklesla
7 6,83 = 1,80 mmol/l na 3,01 + 1,37 mmol/l (pokles o0 55,7 %).

Zaveér: Ackoli jedinci s receptorové podminénou FH maji vyssi hladiny lipidovych parametrii
nezli FDB jedinci, ve specializované péc¢i dosahuji jedinci s receptorové podminénou FH
znateln€jSiho snizeni téchto hladin. Rozdilny efekt na hladiny lipidovych parametrti byl

prokazan i u jednotlivych skupin s riznymi APOE genotypy.

Konkrétni vysledky jednotlivych analyz jsou blize uvedeny v Pfiloze 1 v publikaci Todorovova

etal 2022.
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Komentar k vysledktim jednotlivych publikaci je popsan v nasledujicich podkapitolach.
4.2 Klinické charakteristika FH pacienti

Cil: Retrospektivné analyzovat data vlivu jednotlivych lipoproteinovych castic a dalSich
rizikovych faktorii na rozvoj ASKVO. Porovnat tyto rozdily u jednotlivcii s anamnézou

ASKVO a bez komplikaci ASKVO.

Metodika: Skupina 1236 FH pacientli byla dlouhodobé sledovana v nasem specializovaném
centru a jejich rizikové faktory byly hodnoceny na zaklad¢ klinickych charakteristik pacientt.
U skupiny byla vySetfena piitomnost prevalentni varianty v genu APOB (FDB) ¢i u nékterych
varianty v LDLR genu. Hladiny LDL-C, TC, TG, HDL-C, ApoB a Lp(a) byly méfeny

na zaCatku sledovani a v jeho prib¢hu a data byla statisticky zpracovana.

Vysledky: Vstupni hladiny LDL-C, TC, TG a ApoB byly vys§i u pacienti s ASKVO,
avSak v pribé¢hu dlouhodobého sledovani poklesly o 59,72 % z 6,85 + 2,05 mmol/l
na 2,79 £1,54 mmol/l, o 47,95 %, 34,26 % a 48,03 %, zatimco u pacientll s negativni
anamnézou ASKVO se snizily o 48,09 % z 6,42 £ 1,89 mmol/l na 3,32 £ 1,57 mmol/l,
037,84 %, 21,48 % a 36,70 %. Hladiny HDL-C a Lp(a) se téméf nezménily. Zmény hladin
LDL-C, TC a TG byly statisticky vyznamné. Vyskyt pacientii s diabetes mellitus (DM)
a arteridlni hypertenzi (AH) nebyl u nasi skupiny FH pacienti vy$$i neZ u obecné populace,
nicméné riziko ASKVO bylo vyznamné vyssi (pro DM OR(95 % CI) 2,84(1,67 — 4,83); pro AH
OR(95 % CI) 2,44(1,65 — 3,63)).

Zavér: Familiarni hypercholesterolemie je jednim zrizikovych faktorli rozvoje ASKVO,
ackoli neni jedinym, a pro sniZeni rizika ASKVO by mély byt hledany i dalSi potencialni
rizikové faktory. V rozvoji ASKVO jsme potvrdili dileZitou roli LDL-C, ale silnou korelaci
s ASKVO vykazovaly i ostatni lipidove parametry. Ze specializované péce maji prospéch nejen

FH pacienti bez zatéZe, ale ve vétsi mife 1 FH pacienti s dal§imi komorbiditami.

Konkrétni vysledky jednotlivych analyz jsou blize uvedeny v Pfiloze 2 v publikaci
Altschmiedova et al. 2022.
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Komentar k vysledktim jednotlivych publikaci je popsan v nasledujicich podkapitolach.
4.3.Projekt ScreenPro FH

Cil: Zlepsit povédomi o FH, identifikaci, diagnostiku FH pacientli a terapeutické moznosti
v oblastech stfedni, vychodni a jizni Evropy (CESE), které prospésné ovlivni jejich lipidové

profily a snizi riziko rozvoje KVO.

Metodika: V ramci mezindrodniho projektu ScreenPro FH byly po dobu tii let sledovani FH
pacienti z oblasti CESE. Hladiny LDL-C, TC, TG a HDL-C byly méfeny na zacatku projektu
a vjeho pribcéhu. Farmakologicka terapie nebyla standardizovéna, jelikoz v fad¢ zemi je

rozdilna dostupnost 1ékti. Data byla statisticky zpracovana.

Vysledky: V projektu bylo zapojeno vice nez 5 500 FH pacientti z 10 zemi. Celkova vstupni
hodnota LDL-C jako vézeny primér byla 6,22 mmol/l, TC 8,64 mmol/l, TG 1,82 mmol/l
a HDL-C 1,44 mmol/l. Po tfech letech sledovani hladina LDL-C vyznamn¢ poklesla o 41,5 %,
TCo032,3%aTG o 15,8 %, zatimco hladina HDL-C zustala nezménéna.

Zaver: Dostatena znalost informaci a jejich sdileni vede k pozitivnim zménam hladin lipida
uFH pacientli. Mezinarodni spoluprace v projektu ScreenPro FH zlepSila screening,

diagnostiku a 1écbu FH pacienti a sniZila riziko KVO.

Konkrétni vysledky jednotlivych analyz jsou bliZze uvedeny v Ptiloze 3 v publikaci Ceska et al.
2019.

46



Komentar k vysledktim jednotlivych publikaci je popsan v nasledujicich podkapitolach.

4.4 PCSK9 inhibitory v 1écbé FH (receptorové podminéné i FDB) a dalSich
dyslipidemii

Cil: Ug¢inek monoklonalnich protilatek na hladiny lipidd a lipidovy metabolismus u skupin
pacientu s FH a bez FH, v primarni a sekundarni prevenci ASKVO a u pacientl 1écenych

v monoterapii nebo v kombinaci se statiny.

Metodika: Skupina 314 pacientii s [écbou PCSK9i byla sledovana od ¢ervna 2018 do prosince
2020. Byly analyzovany varianty v LDLR a APOB genu. Pacienti byli farmakologicky 1é¢eni
140 mg evolocumabu nebo 75 mg, ptipadné 150 mg, alirocumabu. Hladiny LDL-C, TC, TG,
HDL-C, Lp(a), ApoB, glukéza a glykovany hemoglobin byly méfeny na zacatku projektu,

ve 12. a 24. tydnu, v 1. a 2. roce sledovani. Data byla statisticky zpracovana.

Vysledky: Pocatecni hodnota LDL-C u podskupiny FH pacienti byla 5,03 £ 1,43 mmol/l.
V prubéhu 2 let sledovani hladina LDL-C postupné vyznamné klesala az na kone¢nou hodnotu
1,83 £ 0,99 mmol/l. Po 2 letech sledovani Cinil tento rozdil ptfi komplexni 1écb¢ 63,5 %.
U ostatnich non-FH pacientt byl v prvnim roce trend poklesu stejny, i pfestoze vstupni hladiny
LDL-C byly podstatné¢ nizsi (3,75 £ 0,80 mmol/l), avSak v prabéhu druhého roku zacala hladina
LDL-C opét mirn¢ nartstat a vysledny rozdil poklesu po 2 letech sledovani pti komplexni 1écbé
byl 62,3 % (pokles na 1,42 + 0,89 mmol/l). Hladina LDL-C u skupiny pacientii v primarni
prevenci ASKVO byla 5,40 £ 1,40 mmol/l a v sekundarni prevenci 3,93 + 0,96 mmol/l
na pocatku sledovani. Po 2 letech sledovani poklesly hladiny LDL-C na 2,07 £ 1,05 mmol/l
(pokles 61,7 %) u skupiny pacientil v primarni prevenci ASKVO a na 1,41 + 0,80 mmol/l
(pokles 64,2 %) u skupiny pacientli v sekundéarni prevenci ASKVO. Poc¢ate¢ni hladina LDL-C
byla vys$si u pacient se statinovou intoleranci, nicméné po 2 letech sledovani hladiny LDL-C
poklesly podobné u pacientli se statinovou intoleranci (pokles 59,3 %) i u skupin pacientli
1éCenych v kombinaci se statiny, respektive nizSimi davkami statinii (pokles 64 %, respektive

63 %).

Zavér: Farmakologicka terapie PCSK9i je velmi ucinnd, dobfe tolerovana a patii do bezpecné
skupiny lipolipidemik, ktera je pro nékteré skupiny pacientti, jako napft. statinovych intolerantd,
jednou z mala moznosti 1é¢by.

Konkrétni vysledky jednotlivych analyz jsou blize uvedeny v Pfiloze 4 v publikaci
Altschmiedova et al. 2022.
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Dalsi prace je dosud piipravovana a komentar k vysledkim je popsan v nésledujici podkapitole.

4.5.Genetické skore u pacientll s E2E2 genotypem je prediktorem familidrni

dysbetalipoproteinemie

Cil: Analyzovat vliv vybranych 18 SNP na rozvoj FD a specifikovat nevazené¢ GRS jako
ptidavny geneticky diskriminant rozvoje FD u pacientd s APOE2E?2 genotypem.

Metodika: Genotyp APOE2E?2 byl potvrzen u 71 pacienti s FD a 90 kontrol. U téchto dvou
skupin by studovan vliv 18 SNP, které byly vybrany na zakladé miry jejich rizikovosti v Ceské
republice dle publikace Hubacek et al. 2019 a jsou spojeny s vyssimi hladinami TG. Data byla

statisticky zpracovana.

Vysledky: Pouze dvé varianty v APOE (1s439401) a APOAS (1s964184) se statisticky
vyznamné liSily u skupin pacienti s FD a kontrol. Pro APOE bylo OR(95% CI)
9,09(2,01 — 41,20, p < 0,001; CC vs. +T) a APOAS5 2,96(1,59 — 5,53, p < 0,001; +G vs. CC).
Dalsi varianty asociované s FD, které mély vysoké OR, avSak nebyly statisticky vyznamné
rozdily mezi skupinami, byly CTFI (rs11649653, OR = 1,5, p = 0,18; +G vs. CC), LPL
(rs12678919, OR = 1,96, p = 0,11; AA vs. +G) a TYWIB (rs13238203, OR = 1,54, p = 0,25;
+T vs. CC). Z téchto variant bylo pocitano nevazené GRS, kdy nevazené GRS > 8 ma témert 5x

vice zvysené riziko rozvoje FD (OR (95% CI) 4,97 (2,24 — 11,06, p < 0,001)).

Zavér: Nevazené GRS je pomocnym nastrojem pro véasné odhaleni rozvoje FD u APOE?2
homozygotl a nékteré z analyzovanych SNP jsou u jednotlivei pfidatnym faktorem ovliviujici

rozvoj FD.

Konkrétni vysledky jednotlivych analyz jsou blize uvedeny v publikaci Satny et al. 2023 (v

recenznim rizeni).
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5. Diskuze

V prvni fad¢ je potfebné se zamyslet, jaky vyznam ma genetické vysetieni z hlediska vyzkumu,
vyvoje a klinické praxe. Geneticka analyza dokaze specifikovat, v jaké ¢asti genu nastala chyba,
jeji zavaznost a vliv na metabolické procesy a pomahé odlisit podtypy tohoto onemocnéni.
Receptorové podminénd FH a FDB jsou fenotypové podobnd, avSak genotypové odlisSna
onemocnéni. Pacienti jsou odesilani na specializovana pracovisté pro i dlouhodobé vysoké
hodnoty hladin LDL-C cholesterolu, kde individualné specializovanou péci a dostupnosti Siroké
Skaly farmakologické terapie je dotyénym pacientim sniZovéano riziko rozvoje ASKVO.
[ ptesto jsou na téchto pracoviStich geneticky testovani jen nékteii z pacientd. Nicméné
benefitem pro tyto pacienty je znalost piesné pfi¢iny onemocnéni, pripadné pfitézujicich
faktorti, a segregace varianty v rodin€. Pii ndlezu odchylky u probanda je mozné dohledat
variantu kaskddovym screeningem 1 u piibuznych. Jen malé procento patogennich variant s AD
dédicnosti spojenych s lipidovym metabolismem je vzniklych de mnovo. Z toho divodu,
1 kdyz rodinni pfisluSnici nevykazuji typicky fenotyp, mize byt identifikovan shodny genotyp
s probandem a ptibuzny by mél byt dlouhodobé¢ sledovan pro jeho vyssi riziko rozvoje ASKVO.
Genetické vySetfeni mulze také odhalit zcela jiné onemocnéni, které fenotypové FH
odpovida. Prikladem onemocnéni je napiiklad nalez patogenni varianty ¢.894G>A v genu
LIPA, ktera je ptiCinou deficitu kyselé lipoproteinové lipazy, kdy hladiny LDL-C u pacienta
1 v heterozygotni formé jsou zvySeny a pacient vykazuje fenotyp FH. V publikaci Ashfield-Watt
etal. 2019 byli popsani velsti heterozygotni pacienti se zvySenymi hladinami LDL-C a sniZenou
aktivitou LAL, ale s normalnimi hodnotami jaterni funkce, u kterych byla nalezena pouze jedna
varianta ¢.894G>A v LIPA genu a jina varianta u nich nebyla nalezena, diagnéza CESD
tak nebyla potvrzena. Se stejnymi nalezy, avsak s vyjimkou zvySenych hladin jaternich enzymi
a hepatomegalii, byli v publikaci Chora et al. 2017 popséani portugal$ti homozygotni pacienti.
Jeden z rozdill u téchto dvou forem onemocnéni je Castecné ve farmakologické terapii.
U pacientl s heterozygotni variantou v LIPA genu zavisi zavaznost onemocnéni na rezidudlni
enzymatické aktivité a pacienti jsou pro jejich dyslipidemii 1éCeni statiny. V publikaci Rashu et
al. 2020 byla popséna indikace statinové terapie u piibuzného s heterozygotni variantou
v genu LIPA, sniZzenou hladinou LAL a téZkou dyslipidemii. U homozygotni formy pacienti
dostavaji navic enzymatickou terapii. Vysledky klinické studie bezpecné a efektivni
enzymatické terapie u pacientt s deficitni LAL byly popsany v publikaci Burton et al. 20135.
Dalsim dulezitym ukolem genetického testovani je identifikace polygenniho podkladu

onemocnéni ¢i dalSich rizikovych faktort. Polygenné podlozend onemocnéni nejsou neobvykla,
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avSak jsou unikatni pro kazdého jedince. Soubor variant v genech vedouci k fenotypu FH se
lisi i u jednotlivych rodinnych pfislusnikii. Navic muize polygenni pfispévek prispét

V ramci genetického vySetieni je umoznéno analyzovat i geny spojené s metabolizaci
farmakologické terapie pro dané onemocnéni. V ptipadé FH jsou vySetfovany SNP napt. genu
SLCO1B1 154149056, ktery je spojen se statinovou intoleranci, ¢i LPA genu rs10455872, ktery
je analyzovéan ve vztahu k uc¢inku statinové terapie. Ackoli se mnoho vyzkumnych praci,
napt. Peters et al. 2010; Carr et al. 2013; Canestaro et al. 2014; Willrich et al. 2018 aj., zabyvalo
geny s potencidlnim vlivem na UcCinnost statinové terapie, vysledky nejsou zcela jednotné.
Nicmén¢ zminéné konkrétni SNP jsou analyzovany pravé pro jejich vliv na metabolizaci statinti
v organismu (SEARCH Collaborative Group et al. 2008; Donnelly et al. 2013). Do budoucna
snad ptibude vice publikovanych vysledkil z masivniho paralelniho sekvenovani a je mozné,
7e budou odhaleny i dal$i varianty, které by mohly mit vliv na 1é€bu statiny.

Uskali genetického testovani, které se odrazi v nasi klinické praxi, je indikace vy3etieni
klinickym genetikem. Diagnostické vysetfeni panelovym sekvenovanim je umoznéno pouze
pro indikaci odbornosti 208 spolu s fadn€ vyplnénym a podepsanym informovanym souhlasem
ke genetickému vySetieni. Z tohoto diivodu je diillezité i spoluprace pacienta. Mnohdy navstéva
jiného lékatfe (s odbornosti 208), ktery by mél pacientovi podat informace o konkrétnim
genetickém vySetfeni a v§e mu vysvétlit, je pro pacienta obtézujici. Konzultace s klinickym
genetikem je vSak Zadouci vzhledem k interpretaci nékterych nalezi. Nékteré varianty si béZzny
nebo i specializovany lékai méné zb&hly v genetice nemusi vyloZit zcela spravné, mize je
nevhodné spojit s onemocnénim a pacientovi prisoudit onemocnéni, které nemad, ¢i naopak
muZe podcenit vliv varianty, nevhodné si vyloZit ndlez a pacient odejde bez pfiCiny jeho
diagnozy.

Dal8im negativnim bodem je ndkladnost genetického vySetfeni, kterd sebou nese striktni
pravidla pro vykazovani pojistovnam ¢i velkou financni zatéz pro samoplatce. Molekularni
analyza NGS do 20 gent vychazi na 27 500 K¢, do 100 gend na 39 600 K¢ a nad 100 genti
57 200 K¢ (ANON. 2023). Ackoli se dany typ vySetteni pro urCitou diagndzu vysetiuje pouze
jednou za zivot, cena vySetieni je pomérné vysoka nejen pro samoplatce. Lze predpokladat,
ze jako se v minulosti ménily ceny analyz jednotlivych variant metodou PCR-RFLP v prib¢hu
¢asu, bude cena molekularni analyzy NGS v nasledujicich letech pozvolna mirn¢ klesat.
Problematickou muze byt i dostupnost genetickych vySetfeni. VySetfeni genli pro potvrzeni
diagn6zy FH a onemocnéni s FH podobnymi fenotypy nabizi vice laboratofi neZli napt. analyzu

gent podminujicich hypertriglyceridemie ¢i smiSené hyperlipidemie. Takovych laboratofi je
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v CR pomalu a v nékterych vychodnich zemi je celkova dostupnost genetického testovani stéi
dostupna.

Diagnostiku FH zaclenilo do své nabidky analyz i mnoho soukromych laboratoti. Tyto
laboratofe nabizi jak vySetieni jednotlivych genti jako APOB ¢1 APOE, tak nabizi i diagnostiku
genti podminujicich FH, a to bud’ v ramci NGS panelti nebo dokonce 1 v ramci klinickych
exomd. V ptipadé APOB analyzy se cena vySetfeni pohybuje kolem 700 K¢, respektive od 1990
K¢ pro analyzu APOE genu. Tyto ceny jsou obdobné cendm, které pojiStovna zaplati
za indikovana vySetteni téchto genti vysetienych ve statnim zatizeni. Analyza genit NGS panely
¢i dokonce klinickym exomem v soukromém sektoru je mnohem nékladné;si. Prikladem je cena
klinického exomu, ktery v n¢kterych soukromych laboratotich stoji ptiblizné¢ 82 000 K¢. Nesmi
se v§ak zapominat, ze vétSinou je cena uvadéna pouze za danou analyzu a pacient musi pocitat
1 s financemi za odbér krve, vstupni a vystupni konzultaci. Mnohdy navic pacient obdrzi
vysledky, aniz by mu bylo feceno, jak se ma nasledné zachovat a co pro néj dany vysledek
znamena, a je odkdzan na svého osetiujiciho lékaie. Otazkou také zlstava, zda interpretace
vysledkd v téchto soukromych laboratotich je spravnd. Soukromé laboratofe nabizeji Sirokou
Skalu vySetteni, kdy jejich neustaly rozvoj, rozSifovani znalosti a specializace v dané oblasti
nejsou ve vSech smérech zcela mozné. Navaznost a spoluprace se specializovanymi pracovisti
je nedostatecna ¢i zcela chybi. Doty¢ny pacient neni v soukromém zatizeni klinicky zhodnocen
a biochemickou analyzu lipidovych parametrii si musi navic zaplatit. Tyto instituce tudiz
postradaji komplexnost vySetfeni a vétSinou pouze provedou analyzu a vydanim vysledku je
pro né vSe dokonceno.

V soucasné dob¢ je provadeén screening FH u rodinnych ptislusnikli probanda. Jedna se uz
o cilené vysSetieni specifické mutace, ktera byla detekovana u probanda a vzhledem
k dominantni dédi¢nosti je jeji pfitomnost u dalSich ¢lent rodiny vysoka. Zpravidla je screening
FH rodinnych pfislusnikii provadén metodou Sangerova sekvenovani, v piipadé deleci metodou
MLPA, kdy je analyzovéana pfitomnost stejné varianty jako u probanda. Metoda Sangerova
sekvenovani ¢i MLPA je v porovnani s NGS mén¢ ndkladnou metodou, navic je mozné
indikovat vySetfeni i bez klinického genetika. V Ceské republice také od roku 2018 b&zi projekt
,,Casny zachyt FH*, kdy pfi porodu je odebrana pupe¢nikova krev, ktera je nasledné odeslana
k vySetteni hladiny cholesterolu. V piipad€¢ vysoké hladiny je provedeno genetické vySetieni,
které pomulZe u novorozence odhalit diagnézu FH. Pfi pozitivnim ndlezu varianty je informovan
ptisluSny pediatr, ktery novorozence s rodi¢i odesle na specializovanou lipidovou kliniku
nebo centrum preventivni kardiologie, kde jsou nasledné vySetieni i rodice, poptipadé ptibuzni.

Jednim z cilt projektu je vyhodnotit vhodnost zavedeni metody pro vcasnou diagnostiku FH,
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jelikoz vcasna detekce umozni u nemocnych s FH nastavit rezimova opatieni a v€asné zahajit
adekvatni 1écbu. Tato myslenka byla publikovéna i EAS Familial Hypercholesterolaemia
Studies Collaboration 2021, kde autofi poukazali na niz§i mnozstvi rizikovych faktori a riziko
rozvoje ASKVO u vcasnych FH diagn6z. Nicméné v publikaci také uvadi vékovy median
44 .4 let, ktery odpovida sou¢asnému uréeni FH diagndzy. Priibézné vysledky projektu ,.Casny
zachyt FH* ukazaly, ze z 5823 biochemicky vysetienych novorozenct bylo 24,47 % geneticky
vySetfeno. Z téchto 1425 geneticky vySetfenych novorozencl byla identifikovana mutace
u 15 (0,26 %) z nich, tj. 9 ndlezl v LDLR a 6 nélezti v APOB genu.

Familiarni hypercholesterolemie je 1 v soucasnosti ptes vysokou frekvenci vyskytu
poddiagnostikovanym onemocnénim, a ne vzdy je poddvana vhodnd a dostatecna
farmakologicka terapie. Znalost a povédomi o FH, screening, nové diagnostické moznosti
a terapeutické pfistupy jsou stile zddoucim a nedocenitelnym zdrojem pro individudlni péci
o FH pacienty a sniZeni rizika rozvoje ASKVO. Hodnoceni diagn6zy FH dle DLCNC je stale
vyuzivané, ackoli Slachové xantomy ¢i arcus lipoides coronalis jsou v dnesni dobé jiz jen malo
k vidéni. Duisledkem toho je mnohdy bez DNA analyzy obtizné nasbirat vice nez 3 body,
aby o diagnéze FH bylo alespoil uvazovano. Ackoli je souc¢asti DLCNC hodnoceni funkénich
variant v LDLR, APOB a PCSK9 genu, ani v soucasnosti neni geneticka analyza standardnim
vysetfenim v diagnostice FH. Genetické vySetfeni je v CR ¢asto indikovano aZ pro potvrzeni
klinické diagnozy FH, avSak jeho indikace neni pravidlem. Pfitom pfti zvySené hladiné LDL-C
> 5 mmol/l je riziko rozvoje ASKVO 6x vyssi, zatimco pfi zvySené hladin€ LDL-C a pozitivnim
nalezu varianty v genu je riziko rozvoje ASKVO vyssi az 22x (Khera et al. 2016). Z toho

vyplyva otazka, zda by nemélo genetické vysetfeni byt dilezitou soucésti prevence ASKVO.
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6. Zaver

Podstatnou soucasti presného urceni diagnoézy FH je nejen klinické vySetteni, ale také geneticka
analyza. Genetickd analyza pomahda rozliSit nejen monogenné a polygenné podminéna
onemocnéni, ale diky genetickému testovani je mozné rozlisit 1 jednotlivé podtypy FH.
Receptorové podminénd FH je tak charakteristicka ptitomnosti varianty v LDLR, zatimco FDB
pacienti jsou po genetické strance nositelé prevalentni mutace v APOB. Receptorove podminéni
FH pacienti maji také vyssi hladiny LDL-C a TC neZli pacienti s FDB. I pfes identifikovanou
monogenni variantu mize prognézu FH pacienta negativné ovlivnit izoforma ApoE
nebo polygenni genetické rizikové skore, navic zvySena hladina Lp(a) ¢i dalsi rizikové faktory
jako DM, AH, aj. pfispivaji k vy$§imu riziku rozvoje ASKVO. Genetické testovani také
umoznuje piesnou specifikaci varianty nastavit vhodnou farmakologickou terapii a usnadiuje
dostupnost néckterych nové¢jSich farmakoterapii, jako je tfeba biologickd 1écba
hypercholesterolemie protilatkami proti PCSKO9.

Krom¢ diagnostiky FH genetické testovani pomaha predikovat rozvoj FD u jedinci
s genotypem APOE2E?2 na zaklad¢ nevazeného genetického rizikového skore, které se zvysuje
u kazdého jedince s vyS$$im poctem akumulovanych rizikovych polymorfizml spojenych
s vysokymi hladinami TG. V¢asna a pfesnad diagndza, vhodné€ nastavena lécba a dlouhodobé
sledovani pacientti s FH ale i s FD snizuje riziko sekundarné vzniklych rizikovych faktori

aterosklerdzy a pred¢asného rozvoje ASKVO.
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