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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 poméha specifikovat konkrétni variantu daného onemocnéni
atim i miru genetické rodinné zatéze. Spolu s klinickym vySetfenim definuje piesnou
diagnozu pacienta a v individualni 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
familidrni 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 mirn€ vyssi. Na hladiny LDL-C
a zvySeni rizika ASKVO ma vliv 1 APOE genotyp a rizikové faktory jako diabetes mellitus
Ciarteridlni hypertenze. Vyzkum v oblasti biochemie a genetiky piispél k rozvoji
terapeutickych moznosti. Novodoba terapie PCSK9i pfinesla pozitivni vysledky redukce
hladin LDL-C a jako dobie tolerovand, efektivni, s malo vedlejSimi negativnimi ucinky je
prospéSnou terapii i pro statinové intoleranty. NevdZzené GRS je vhodnym pomocnym
prediktorem rozvoje FD u pacientl s APOE2E?2 genotypem.

Dalsi studium genetickych faktortt FH povede ke zlepSeni progndzy u pacientd s touto
poruchou, coZ muizeme dokumentovat u naSich nemocnych, kdy hladiny LDL-C poklesly
76,49+ 1,92 mmol/l na 3,26 + 1,57 mmol/l, tedy t¢émét o 50 %. I to je divodem,

pro¢ ve studiu této problematiky budeme pokracovat.



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 long-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 PCSK9i therapy. Furthermore, the polygenic genetic risk score (GRS)
in patients with the APOE2E2 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.



1.  Ptehled problematiky

Aterosklerotické kardiovaskularni onemocnéni (ASKVO) je i1 v soucasnosti celosvétove
nejvyznamngj$i pfi¢inou mortality a morbidity (Pitso et al. 2021). Podkladem tohoto
onemocnéni je aterosklerdza, kterd vznikd predevsim disledkem zvysené hladiny lipoproteinu
o nizké hustot¢ (LDL-C, ,,Jlow density lipoprotein cholesterol) v krvi. Jednd se o chronické
progresivni zanétlivé onemocnéni cévni stény, které je ovlivnéno vice rizikovymi faktory
(Arnett et al. 2019). Mezi neovlivnitelné rizikové faktory patii vek, pohlavi a rodinna
anamnéza vcetné genetickych predispozic. Ovlivnitelnymi rizikovymi faktory jsou arterialni
hypertenze, diabetes mellitus, kouteni cigaret, obezita a pfedev§im hyperlipoproteinemie.
Familiarni hypercholesterolemie (FH) je autosomalné¢ dominantni onemocnéni vyznacujici se
zvySenymi hladinami LDL-C a zvySenym rizikem rozvoje pted¢asného ASKVO.FH
je onemocnéni, které je ¢asto podcenovano, nedostatecné diagnostikovano a léceno.
Familidrni hypercholesterolemii muzeme rozdélit dle pfitomnosti mutace ve specifickych
genech podilejicich se na metabolismu lipidd a lipoproteinii, konkrétné¢ LDL-C,
na receptorové 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).
Geneticka diagnostika pacientl s receptorové podminénou FH spociva v detekci ptitomnosti
mutace v genu pro LDLR, pfipadné i mutace v genu pro PCSK9, metodou NGS (Pavanello et
al.  2019).U pacienti sFDB je genetické vySetfeni vzhledem k pfitomnosti
jedné prevalentni mutace v jednom specifickém misté analyzovano metodou qPCR (Austin et
al. 2004). Klinicky je FDB neodlisitelné od receptorové podminéné FH a stejné jako
u receptorov€é podminéné FH je frekvence pacientii s homozygotni formou FDB vzacnéjsi
nez heterozygotni (Whitfield et al. 2004).

Dal$im onemocnénim asociovanym se zvySenym rizikem ASKVO je familiarni
dysbetalipoproteinemie (FD), nebo-li hyperlipoproteinemie typu III. FD je geneticky
podminéné onemocnéni charakteristické zvySenymi hladinami triglyceridi a celkového
cholesterolu a je druhou nejcastéji se vyskytujici monogenni dyslipidemii (Heidemann et al.

2022; Javvaji et al. 2022).

2. Cile a hypotézy

Cilem této prace je piispét k popisu biochemickych a klinickych nalezi u nemocnych

s receptorov€é podminénou (,.klasickou) FH a FDB, popsat rozdily mezi témito dvéma



skupinami a také analyzovat jejich odpoveéd’ na hypolipidemickou 1€¢bu. Druhym cilem bylo
potvrdit a specifikovat polygenni rizikové skére u jedinci s E2E2 genotypem, které by bylo
prediktorem rozvoje familidrni dysbetalipoproteinemie. Splnéni obou cili mélo pfispét
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 sniZzeni 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 jedincim 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 pacientl piindsi vyssi riziko
rozvoje ASKVO

5) Genetické skore u pacientl sE2E2 genotypem je prediktorem familirni

dysbetalipoproteinemie

3.  Material a metodika

3.1. FH kohorta

Sledovanou skupinu tvofilo 1236 klinicky diagnostikovanych FH jedinct (44,8 £ 16,7 let)
sledovanych na nasem pracovisti. Velkou ¢ast, az 68 %, této skupiny tvofily Zeny. Soucasti
skupiny bylo pfiblizn€ 80 % probandi a 20 % piibuznych. Diagndéza FH byla postavena
na zékladé¢ DLCNC nebo genetického vySetfeni. Mensi cast skupiny byla geneticky
analyzovana a u 15 % testovanych jedincu tak byla identifikovéna prevalentni varianta v genu
APOB a uvice nez 13 % testovanych jedinct byly nalezeny varianty v LDLR genu.

Ve skupiné byli sledovani jedinci s farmakologickou terapii i1 jedinci s nefarmakologickou



1é¢bou. Rizikové faktory a klinické komplikace jsou konkrétnéji uvedeny v tabulce ptislusné
publikace. Z 1236 jedinct byla ptiblizné u 17 % jedinct evidovana statinova intolerance.

Prvni klinicky diagnostikovani FH zacali byt sledovani v 60. letech 20.stoleti. V prub¢hu
roku 2020 byla retrospektivné seskupena veskera data. VSem dostupnym jedincim bylo
provedeno biochemické (TC, HDL-C, TG, LDL-C, ApoB, Lp(a)) a genetické¢ vySetfeni.
U pacientti, které nebylo mozné vySetfit vroce 2020, bylo pracovano s poslednimi
dostupnymi vysledky. Vice nez 80 % jedinct této pocetné skupiny bylo geneticky testovano
na piitomnost prevalentni varianty v APOB genu a polymorfizmus v genu APOE. Analyza
LDLR variant prob¢hla u vice nez 14 % FH jedinct s vyloucenou prevalentni variantou
v APOB genu.

Zvlastni podskupinu tvofilo 207 FH jedinct indikovanych pro terapii PCSKOi.
V sekundarni prevenci ASKVO bylo 31 % z nich. Podskupina byla sledovana od poloviny
roku 2018 do poloviny roku 2020 a hladiny lipidovych parametrti, glykémie a glykovaného
hemoglobinu byly analyzovany pied zahajenim terapie a po 12 tydnech, 24 tydnech, 1 roce
a 2 letech.

Dale jsme vyuzili moZnost pouZit ncktera data projektu ScreenPro FH, ktery je
koordinovan na na$i klinice. V této €asti prace byli sledovani suspektni FH v 10 zemich,
které jsou konkrétné uvedeny v ptislusné publikaci, pfed a po 3 letech terapie. Na pocatku
apo 3 letech sledovani byly v jednotlivych zemi FH jedincim analyzovany lipidové
parametry (TC, HDL-C, TG, LDL-C). Zemé& poskytly primérnou hodnotu kazdého parametru

soucasné se smérodatnou odchylkou.
3.1.1. Genetické analyzy

3.1.1.1. Analyza familiarniho defektu ApoB-100 a stanoveni polymorfizmu ApoE

Varianty p.R3527Q a p.R3558C v genu APOB a alely E2, E3 a E4 v genu APOE byly
detekovany metodou PCR-RFLP. Pro restrikéni analyzu APOB byly vyuZity enzymy Mspl
a Mlul a pro restrikéni analyzu APOE enzym Cfol.

3.1.1.2. Statisticka analyza

Data byla analyzovéana softwarem STATISTICA 13 ve spolupraci s MATSTAT s.r.o. Z dat
lipidovych parametrti, gluk6zového metabolismu a véku byly pocitdny priméry spolu
se sm€rodatnou odchylkou (SD). Za statisticky signifikantni byla povaZovéna p-hodnota

<0,05. Porovnani hodnot hladin jednotlivych lipidovych parametrii na zacatku sledovani



a v prubehu sledovani bylo hodnoceno parovym t-testem. Pro srovnani ti a vice skupin byl
vyuzit ANOVA test. Pro zavislost lipidovych parametrd a véku byl pouzit Pearsoniv
korelaéni koeficient. Graficky byly data zndzornény formou krabicového grafu. Vliv
rizikovych faktort (pt. DM, hypertenze, aj.) na celkové riziko KVO byl posouzen pomoci
multivariacni logické regrese.

V ptipadé analyzy dat z projektu ScreenPro FH a pro podskupinu FH jedincti indikovanych
na terapii PCSK9i byl pouzit dvouvybérovy t-test pro nezavislé vzorky. Bylo pocitdno se

statistickou vyznamnosti a=0,05.

3.2. 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 lipoproteint. Kontrolni skupina obsahovala 90
jedincti s E2E2 genotypem bez dokumentace FD. Jednalo se o dospélé 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 Odd¢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 experimentalni

mediciny IKEM.

3.2.1. Genotypizace APOE a variant spojenych s vysokymi hladinami TG

Byl analyzovan APOE genotyp metodou qPCR pomoci TagMan® assay rs429358 a rs7412.
Varianty spojené s vysokymi hladinami TG byly analyzovany qPCR pomoci TagMan® assay
(Tabulka 1) nebo PCR-RFLP (Tabulka 2).



Tabulka 1 Vybrané SNP spojené
vysokymi hladinami TG

analyzované qPCR

Tabulka 2 Vybrané SNP spojené vysokymi hladinami TG
analyzované PCR-RFLP

tecr trestrikee Velikost
Gen SNP Enzym ©C) | ©C) produktu
Gen SNP (bp)
APOAS | 15964184 | Bspl431 | 60* 37 195
APOE 15439401
TYWIB | rs13238203 Tail 66 65%* 134
CTFI rs11649653
CILP2 | rs10401969 Taal 70 65%* 226
LPL rs12678919
LIPC 15261342 Taal 68 65%* 127
CYP26A1 | rs2068888
GCKR | 151260326 Mspl 68 37 201
HLA 152247056
CAPN3 | 152412710 Mspl 70 37 163
LRPI rs11613352
FRMDS5 | 152929282 Rsal 58 37 224
CETP rs7205804
*reakce probihala s 2 pl MgCl,
NAT2 151495743 **§tépeni probihalo 3 hodiny, jinak bézné 37°C pfes noc
MAP3K1 | 159686661
GALNT2 | rs1321257
TRIB1 1s2954029

3.2.2. 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 Ctyfpolni kontingencni tabulky. V pfipadé méné nez 5 jedinct s minoritnim
genotypem byli tito jedinci poolovani s heterozygoty. Pro vypocet nevazeného genetického
rizikového skore (GRS) byly vyuzity SNP s OR > 1,75, které byly u protektivniho genotypu
pii vypoctu nahrazeny hodnotou 0, u heterozygotli 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.

4. Vysledky

V této kapitole uvadim jen strucny souhrn jednotlivych praci, kompletni vysledky jsou

uvedeny v plném rozsahu v pfiloze dizertacni prace.
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4.1.FH pacienti a jejich genetika a biochemické parametry

V praci o FH jsme dlouhodobé sledovali skupinu 1236 FH pacientii z Centra preventivni
kardiologie. Cilem bylo retrospektivné analyzovat data FH skupiny pacientd
ze specializovaného centra, poukazat na prospésnost farmakologické terapie a charakterizovat
rozdily v lipidovych parametrech mezi podskupinami FH, a to receptorové podminénych FH
pacientli a FDB pacientti, a skupin FH pacientt s riznymi 4POE genotypy.

Skupina 1236 FH pacientli byla vySetfena na pfitomnost prevalentni varianty p.R3527Q
ap.R3558C v genu APOB (familidrni defekt ApoB-100 nebo-li FDB) a ApoE izoformu
metodou PCR-RFLP. U casti skupiny byly analyzovany varianty v LDLR genu. Hladiny
LDL-C, TC, TG, HDL-C, ApoB a Lp(a) byly méfeny na zacatku sledovani a v jeho pribéhu.
Byla shromazdéna data o farmakologické terapii. Data byla statisticky zpracovana.

Plazmaticka hladina LDL-C pti dlouhodobém sledovani celé kohorty FH pacientti poklesla
z 6,49 £ 1,92 mmol/l na 3,26 = 1,57 mmol/l, tedy témef o 50 %. U dalsich lipidovych
parametrd jako TC, ApoB, TG a HDL-C byl zaznamenan mirngj$i pokles hladin pod 40 %,
s vyjimkou hladiny Lp(a), u nizZ nebyla zména patrnd. 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 prubéhu studia hodnoty LDL-C vyznamné poklesly u pacientli s receptorové podminénou
FH o 51,1 % na 3,21 £ 1,60 mmol/l a u FDB pacientti o 37,7 % na 3,45 = 0,24 mmol/l. Byl
pozorovan pokles 1 u hladin ApoB a vyznamny pokles u hladin TC, které u pacientl
s receptorové podminénou FH poklesly v pribéhu studia ptiblizné€ o 41 %, zatimco u pacientli
s FDB pfiblizné o 30 %. Vyrazngjsi rozdil byl také u hladiny Lp(a), kterd se u receptorove
podminénych FH pacienti téméf nezménila, a naopak u FDB pacientli vzrostla o 61,2 %.
U jednotlivych skupin pacientli 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 zahdjila
farmakologickou terapii po zacatku sledovani v naSem centru. Tato skupina dosahla zna¢ného
poklesu hladin lipidovych parametra s vyjimkou Lp(a), pfedevsim hladina LDL-C poklesla
7 6,83 £ 1,80 mmol/l na 3,01 = 1,37 mmol/l (pokles o 55,7 %).

Ackoli jedinci s receptorové podminénou FH maji vyssi hladiny lipidovych parametr
nezli FDB jedinci, ve specializované péci dosahuji jedinci s receptorové podminénou FH
znatelngj$iho snizeni téchto hladin. Rozdilny efekt na hladiny lipidovych parametri byl

prokdzan i u jednotlivych skupin s riznymi APOE genotypy.
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4.2.Klinicka charakteristika FH pacientit

V této préci jsme navazali na predchozi praci se skupinou 1236 FH pacientli a zaméfili jsme
se na klinické otazky. Cilem bylo retrospektivné analyzovat data vlivu jednotlivych
lipoproteinovych ¢astic a dalSich rizikovych faktor na rozvoj ASKVO. Porovnat tyto rozdily
u jednotlivell s anamnézou ASKVO a bez komplikaci ASKVO.

Skupina 1236 FH pacienti byla dlouhodobé sledovdna v naSem specializovaném centru
ajejich rizikové faktory byly hodnoceny na zaklad¢ klinickych charakteristik pacienti.
U skupiny byla vysetfena ptitomnost 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 pribchu a data byla statisticky zpracovéna.

Vstupni hladiny LDL-C, TC, TG a ApoB byly vys$§i u pacienti s ASKVO,
avSak v pribé¢hu dlouhodobého sledovani poklesly o 59,72 % z 6,85 += 2,05 mmol/l
na 2,79 £1,54 mmol/l, o 47,95 %, 34,26 % a 48,03 %, zatimco u pacientl s negativni
anamnézou ASKVO se snizily o 48,09 % z 6,42 £ 1,89 mmol/l na 3,32 = 1,57 mmol/l,
037,84 %, 21,48 % a 36,70 %. Hladiny HDL-C a Lp(a) se témé&f nezménily. Zmény hladin
LDL-C, TC a TG byly statisticky vyznamné. Vyskyt pacienti s diabetes mellitus (DM)
a arteridlni hypertenzi (AH) nebyl u nasi skupiny FH pacientd vy$si 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)).

Familiarni hypercholesterolemie je jednim zrizikovych faktori rozvoje ASKVO,
ackoli neni jedinym, a pro sniZeni rizika ASKVO by mély byt hledany 1 dalsi potencidlni
rizikoveé faktory. V rozvoji ASKVO jsme potvrdili dileZitou roli LDL-C, ale silnou korelaci
s ASKVO vykazovaly 1 ostatni lipidové parametry. Ze specializované péce maji prospéch

nejen FH pacienti bez zatéze, ale ve vétsi mife i FH pacienti s dalSimi komorbiditami.

4.3.Projekt ScreenPro FH

V mezindrodnim projektu jsme sledovali pacienty s FH v oblastech stfedni, vychodni a jizni
Evropy (CESE). Cilem bylo zlepsit povédomi o FH, identifikaci, diagnostiku FH pacientl
a terapeutické moznosti v oblastech CESE, které prosp&$né ovlivni jejich lipidové profily
a snizi riziko rozvoje KVO.

V ramci mezinarodniho 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 za¢atku projektu a v jeho
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prubéhu. Farmakologicka terapie nebyla standardizovéna, jelikoz v fadé¢ zemi je rozdilnd
dostupnost 1€kil. Data byla statisticky zpracovana.

V projektu bylo zapojeno vice nez 5 500 FH pacienti 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 vyznamné poklesla o 41,5 %, TC
032,3% aTG o 15,8 %, zatimco hladina HDL-C zastala nezménéna.

Dostate¢na znalost informaci a jejich sdileni vede k pozitivnim zménam hladin lipida u FH
pacientli. Mezinarodni spoluprace v projektu ScreenPro FH zlepsila screening, diagnostiku

a 1écbu FH pacientl a snizila riziko KVO.

4.4.PCSK9 inhibitory v lécbé FH (receptorové podminéné i FDB) a dalSich
dyslipidemii

V této studii jsme se zaméfili na jednu z novéjsich farmakoterapii, a to biologickou 1é¢bu FH
protilatkami proti PCSK9. Cilem bylo sledovat u¢inek monoklondlnich protilatek na hladiny
lipidii a lipidovy metabolismus u skupin pacientu s FH a bez FH, v primarni a sekundarni
prevenci ASKVO a u pacientd 1écenych v monoterapii nebo v kombinaci se statiny.

Skupina 314 pacientt s lécbou PCSKO9i byla sledovana od ¢ervna 2018 do prosince 2020.
Byly analyzovany varianty v LDLR a APOB genu. Pacienti byli farmakologicky léceni 140
mg evolocumabu nebo 75 mg, ptipadné¢ 150 mg, alirocumabu. Hladiny LDL-C, TC, TG,
HDL-C, Lp(a), ApoB, glukoza a glykovany hemoglobin byly méfeny na zacatku projektu,
ve 12. a 24. tydnu, v 1. a 2. roce sledovani. Data byla statisticky zpracovana.

Pocate¢ni hodnota LDL-C u podskupiny FH pacientl byla 5,03 + 1,43 mmol/l. V prib¢hu
2 let sledovani hladina LDL-C postupné vyznamné klesala az na konec¢nou hodnotu
1,83 £0,99 mmol/l. Po 2 letech sledovani ¢inil tento rozdil pti komplexni 1écbé 63,5 %.
U ostatnich non-FH pacienti byl v prvnim roce trend poklesu stejny, 1 prestoze vstupni
hladiny LDL-C byly podstatné nizsi (3,75 + 0,80 mmol/l), avSak v prib¢hu druhého roku
zacala hladina LDL-C opé¢t mirné naristat 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
pacientll 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 pacientii v primarni prevenci ASKVO
ana 1,41 £ 0,80 mmol/l (pokles 64,2 %) u skupiny pacienti v sekundarni prevenci ASKVO.

Pocatecni hladina LDL-C byla vyssi u pacientl se statinovou intoleranci, nicméné po 2 letech
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sledovani hladiny LDL-C poklesly podobné u pacientii se statinovou intoleranci (pokles
59,3 %) 1 u skupin pacientil 1é€enych v kombinaci se statiny, respektive niz§imi davkami
statinl (pokles 64 %, respektive 63 %).

Farmakologicka terapie PCSK9i je velmi U¢innd, dobte tolerovand a patii do bezpecné
skupiny lipolipidemik, kterd je pro nékteré skupiny pacientli, jako napf. statinovych

intolerantd, jednou z mala moznosti 1éCby.

4.5.Genetické skore u pacientii s E2E2 genotypem jako prediktor familiarni

dysbetalipoproteinemie

V této praci jsme se zaméfili na polygenniho skore u pacientli s E2E2 genotypem a FD. Cilem
tedy bylo analyzovat vliv vybranych 18 SNP na rozvoj FD a specifikovat nevaZzené GRS jako
ptidavny geneticky diskriminant rozvoje FD u pacienti s APOE2E?2 genotypem.

Genotyp APOE2E? byl potvrzen u 71 pacientti 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.

Pouze dvé varianty v APOE (rs439401) a APOAS5 (1s964184) se statisticky vyznamné lisily
u skupin pacientti 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 nevaZzené GRS, kdy nevazené GRS > 8 ma téméft 5x vice zvySené riziko rozvoje FD
(OR (95% CI) 4,97 (2,24 — 11,06, p < 0,001)).

Nevazené GRS je pomocnym nastrojem pro v€asné odhaleni rozvoje FD u APOE?2
homozygotli a nékteré zanalyzovanych SNP jsou u jednotlivell pfidatnym faktorem

ovlivityjici rozvoj FD.

5. Diskuze

V prvni fadé je potiebné 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 zdvaZznost a vliv na metabolické procesy a pomaha odlisit podtypy tohoto

onemocnéni. Receptorové podminéna FH a FDB jsou fenotypoveé podobnd, avSak genotypoveé
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odlisSna onemocnéni. Pacienti jsou odesilani na specializovana pracovisté pro i dlouhodobé
vysoké hodnoty hladin LDL-C cholesterolu, kde individudlné specializovanou péci
a dostupnosti Siroké Skaly farmakologické terapie je dotyénym pacientim snizovano riziko
rozvoje ASKVO. Ipfesto jsou na téchto pracovistich geneticky testovani jen néktefi
z pacientd. Nicméné benefitem pro tyto pacienty je znalost pfesné pfi¢iny onemocnéni,
ptipadné piitézujicich faktori, a segregace varianty v roding. Pfi nélezu odchylky u probanda
je mozné dohledat variantu kaskddovym screeningem i u piibuznych. Jen malé procento
patogennich variant s AD dédi¢nosti spojenych s lipidovym metabolismem je vzniklych
de novo. Z toho davodu, ikdyzrodinni pfisluSnici nevykazuji typicky fenotyp, miize byt
identifikovan shodny genotyp s probandem a piibuzny by mél byt dlouhodobé sledovan
pro jeho vyssi riziko rozvoje ASKVO.

Genetické vySetfeni muize také odhalit zcela jiné onemocnéni, které fenotypové FH
odpovida. Prikladem onemocnéni je napiiklad nalez patogenni varianty ¢.894G>A v genu
LIPA, ktera je pric¢inou deficitu kyselé lipoproteinové lipazy, kdy hladiny LDL-C u pacienta
i v heterozygotni form¢ jsou zvyseny a pacient vykazuje fenotyp FH. V publikaci Ashfield-
Watt et al. 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, diagn6za
CESD tak nebyla potvrzena. Se stejnymi nélezy, avSak s vyjimkou zvySenych hladin jaternich
enzymu a hepatomegalii, byli v publikaci Chora et al. 2017 popséni portugalsti homozygotni
pacienti. Jeden z rozdilli u téchto dvou forem onemocnéni je Castetné ve farmakologické
terapii. U pacientli s heterozygotni variantou v LIPA genu zavisi zdvaznost 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 L/PA4, sniZzenou hladinou LAL a téZkou dyslipidemii.
U homozygotni formy pacienti dostavaji navic enzymatickou terapii. Vysledky klinické studie
bezpeéné a efektivni enzymatické terapie u pacientl s deficitni LAL byly popsany v publikaci
Burton et al. 2015.

Dalsim dulezitym ukolem genetického testovani je identifikace polygenniho podkladu
onemocnéni ¢i dalSich rizikovych faktord. Polygenné podlozena onemocnéni nejsou
neobvykld, avSak jsou unikdtni pro kazdého jedince. Soubor variant v genech vedouci

k fenotypu FH se 1isi 1 u jednotlivych rodinnych ptislusnik. Navic miiZze polygenni piispévek

24

15



V ramci genetického vySetfeni je umoznéno analyzovat i geny spojené s metabolizaci
farmakologické terapie pro dané onemocnéni. V ptipadé FH jsou vysetfovany SNP napf. genu
SLCOI1BI1 134149056, ktery je spojen se statinovou intoleranci, ¢i LPA genu rs10455872,
ktery je analyzovan ve vztahu k Gc¢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 ucinnost statinové terapie, vysledky nejsou zcela
jednotné. Nicmén¢ zminéné konkrétni SNP jsou analyzovany pravé pro jejich vliv
na metabolizaci statini v organismu (SEARCH Collaborative Group et al. 2008; Donnelly et
al. 2013). Do budoucna snad piibude vice publikovanych vysledki z masivniho paralelniho
sekvenovani a je mozné, ze 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 vysetfeni
klinickym genetikem. Diagnostické vySetieni panelovym sekvenovanim je umoznéno pouze
pro indikaci odbornosti 208 spolu sfadné vyplnénym a podepsanym informovanym
souhlasem ke genetickému vySetieni. Z tohoto diivodu je dulezita i spoluprace pacienta.
Mnohdy navstéva jin¢ho 1ékate (s odbornosti 208), ktery by mél pacientovi podat informace
o konkrétnim genetickém vySetfeni a vSe mu vysvétlit, je pro pacienta obtézujici. Konzultace
s klinickym genetikem je vSak zadouci vzhledem k interpretaci nékterych nalezti. Nékteré
varianty si bézny nebo i1 specializovany lékat méné zb&hly v genetice nemusi vylozit zcela
spravné, muze je nevhodné spojit s onemocnénim a pacientovi pfisoudit onemocnéni,
které nema4, ¢i naopak miiZe podcenit vliv varianty, nevhodné si vyloZit nlez a pacient odejde
bez pficiny jeho diagnozy.

Dal$im negativnim bodem je nakladnost genetického vySetieni, kterd sebou nese striktni
pravidla pro vykazovani pojistovnam ¢i velkou finan¢ni zatéZ pro samoplatce. Molekularni
analyza NGS do 20 genli vychdzi na 27 500 K¢, do 100 genti na 39 600 K¢ a nad 100 gent
57 200 K& (ANON. 2023). Ackoli se dany typ vySetfeni pro urcitou diagndzu vysetiuje pouze
jednou za Zivot, cena vySetfeni je pomérné vysokd nejen pro samoplatce. Lze predpokladat,
ze jako se v minulosti ménily ceny analyz jednotlivych variant metodou PCR-RFLP
v pritbéhu Casu, bude cena molekularni analyzy NGS v nasledujicich letech pozvolna mirné
klesat. Problematickou mtize byt i dostupnost genetickych vySetfeni. VySetfeni gent
pro potvrzeni diagnézy FH a onemocnéni s FH podobnymi fenotypy nabizi vice laboratoti
nezli napf. analyzu genli podminiujicich hypertriglyceridemie ¢i smiSené hyperlipidemie.
Takovych laboratoii je v CR pomalu a v nékterych vychodnich zemi je celkova dostupnost

genetického testovani stéZi dostupna.
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Diagnostiku FH zaclenilo do své nabidky analyz i mnoho soukromych laboratoti. Tyto
laboratofe nabizi jak vySetfeni jednotlivych genti jako APOB ¢i APOE, tak nabizi
i diagnostiku genti podminujicich FH, a to bud’ v rdmci NGS paneld nebo dokonce i v rdmci
klinickych exomu. V ptipadé APOB analyzy se cena vySetieni pohybuje kolem 700 K¢,
respektive od 1990 K¢ pro analyzu APOE genu. Tyto ceny jsou obdobné cenam,
které pojistovna zaplati za indikovana vySetfeni téchto gent vySetfenych ve statnim zatfizeni.
Analyza genit NGS panely ¢i dokonce klinickym exomem v soukromém sektoru je mnohem
nakladnéjsi. Piikladem je cena klinického exomu, ktery v nékterych soukromych laboratotich
stoji piiblizn¢ 82 000 K¢&. Nesmi se vSak zapominat, Ze vétSinou je cena uvadéna pouze
za danou analyzu a pacient musi pocitat i 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 oSettujiciho
1ékate. Otazkou také zlstadva, zda interpretace vysledkl v téchto soukromych laboratofich je
spravna. Soukromé laboratoie nabizeji Sirokou Skélu vySetieni, kdy jejich neustaly rozvoj,
roz§ifovani znalosti a specializace v dané oblasti nejsou ve vSech smérech zcela mozné.
Névaznost a spoluprace se specializovanymi pracovisti je nedostate¢na ¢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
vySetieni a vétSinou pouze provedou analyzu a vydanim vysledku je pro né v§e dokonceno.

V soucasné dobé¢ je provadén screening FH u rodinnych piislusnikd probanda. Jedna se uz
ocilené vySetfeni specifické mutace, ktera byla detekovdna u probanda a vzhledem
k dominantni dédicnosti je jeji pfitomnost u dalSich ¢lent rodiny vysoka. Zpravidla je
screening FH rodinnych pfislusniki provadén metodou Sangerova sekvenovani, v piipadé
deleci metodou MLPA, kdy je analyzovadna pfitomnost stejné varianty jako u probanda.
Metoda Sangerova sekvenovani ¢i MLPA je v porovnani s NGS méné nakladnou metodou,
navic je mozné indikovat vyseteni i bez klinického genetika. V Ceské republice také od roku
2018 bé&zi projekt ,,Casny zachyt FH*, kdy pfi porodu je odebrana pupeénikova krev, ktera je
nasledné odeslana k vySetfeni hladiny cholesterolu. V ptipadé vysoké hladiny je provedeno
genetické vysetieni, které pomize u novorozence odhalit diagnézu FH. Pfi pozitivnim nélezu
varianty je informovan piisluSny pediatr, ktery novorozence srodi¢i odesle
na specializovanou lipidovou kliniku nebo centrum preventivni kardiologie, kde jsou néasledné
vySetieni 1 rodiCe, poptipad€ ptibuzni. Jednim z cila projektu je vyhodnotit vhodnost zavedeni
metody pro vcasnou diagnostiku FH, jelikoz v¢asnd detekce umozni u nemocnych s FH

nastavit rezimova opatfeni a v€asné zahdjit adekvatni 1écbu. Tato mySlenka byla publikovana
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1 EAS Familial Hypercholesterolaemia Studies Collaboration 2021, kde autoii poukazali
na niz§i mnozstvi rizikovych faktorii a riziko rozvoje ASKVO u vc€asnych FH diagnoz.
Nicméné v publikaci také uvadi vékovy median 44,4 let, ktery odpovida soucasnému urceni
FH diagnézy. Pribézné vysledky projektu ,,Casny zachyt FH® ukazaly, Ze z 5823
biochemicky vySetfenych novorozencti bylo 24,47 % geneticky vySetfeno. Z téchto 1425
geneticky vysSetfenych novorozencl byla identifikovana mutace u 15 (0,26 %) z nich, tj. 9
nalezii v LDLR a 6 nalezt v APOB genu.

Familiarni hypercholesterolemie je 1 v soucasnosti ptes vysokou frekvenci vyskytu
poddiagnostikovanym onemocnénim, a ne vzdy je podavdna vhodna a dostatecna
farmakologicka terapie. Znalost a povédomi o FH, screening, nové diagnostické moznosti
a terapeutické pfistupy jsou stale zddoucim a nedocenitelnym zdrojem pro individualni péci
o FH pacienty a sniZeni rizika rozvoje ASKVO. Hodnoceni diagn6zy FH dle DLCNC je stéle
vyuzivané, ackoli §lachové xantomy ¢i arcus lipoides coronalis jsou v dneS$ni dobég jiz jen
malo k vidéni. Dusledkem toho je mnohdy bez DNA analyzy obtizné nasbirat vice nez 3
body, aby o diagnéze FH bylo alesponn uvazovano. Ackoli je soucasti DLCNC hodnoceni
funkénich variant v LDLR, APOB a PCSK9 genu, ani v soucasnosti neni geneticka analyza
standardnim vySetfenim v diagnostice FH. Genetické vysetieni je v CR ¢asto indikovéano az
pro potvrzeni klinické diagnézy FH, avSak jeho indikace neni pravidlem. Pfitom pfi zvysené
hladiné¢ LDL-C > 5 mmol/l je riziko rozvoje ASKVO 6x vyssi, zatimco pii zvySené hlading
LDL-C a pozitivnim ndlezu varianty v genu je riziko rozvoje ASKVO vyssi az 22x (Khera et
al. 2016). Z toho vyplyva otdzka, zda by nemé&lo genetické vySetfeni byt dilezitou soucasti

prevence ASKVO.
6. Zaveér

Podstatnou soucasti presného urceni diagnézy FH je nejen klinické vySetfeni, ale také
geneticka analyza. Genetickd analyza pomaha rozliSit nejen monogenné¢ a polygenné
podminéna onemocnéni, ale diky genetickému testovani je mozné rozlisit 1 jednotlivé podtypy
FH. Receptorové podminéna FH je tak charakteristicka pfitomnosti varianty v LDLR,
zatimco FDB pacienti jsou po genetické strance nositelé prevalentni mutace v APOB.
Receptorové podminéni FH pacienti maji také vyssi hladiny LDL-C a TC neZli pacienti
s FDB. I pies 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 vys$§imu riziku rozvoje ASKVO.
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Genetické testovani také umoznuje presnou specifikaci varianty nastavit vhodnou
farmakologickou terapii a usnadnuje dostupnost nékterych novéjsich farmakoterapii, jako je
tieba biologicka 1écba hypercholesterolemie protilatkami proti PCSK9.

Krom¢ diagnostiky FH genetické testovani pomahd predikovat rozvoj FD u jedinca
s genotypem APOE2E2 na zakladé nevazeného genetického rizikového skore, které se
zvySuje u kazdého jedince s vySSim poctem akumulovanych rizikovych polymorfizma
spojenych s vysokymi hladinami TG. Vc¢asnd a presna diagndza, vhodné nastavend léCba
a dlouhodobé sledovani pacienti s FH ale i s FD snizuje riziko sekundarné vzniklych

rizikovych faktort aterosklerdzy a pired¢asného rozvoje ASKVO.
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