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Abstrakt

Uvod: Sérova hladina kyseliny mo&ové (S-KM) je dana rovnovahou mezi jeji tvorbou
a vyluCovanim. Byla prokdziana souvislost mezi S-KM a nékolika
transmembranovymi proteiny zajistujicimi reabsorpci (pfevazné URATI a GLUT9)
a sekreci (ABCG2) na apikalni i bazolateralni membrané proximalnich tubuli v
ledvinach a vpfipadé¢ ABCG2 i svyznamnym podilem transportu
v gastrointestinalnim traktu. Dna je metabolické onemocnéni zptisobené ukladanim
uratovych krystali do kloubt a meékkych tkani. Podminkou rozvoje dny je chronicka
hyperurikémie, nicméné pacienti s dnou maji obvykle niz§i S-KM béhem akutni
dnavé¢ ataky nez v obdobi mezi atakami. Pfesny mechanismus tohoto jevu neni znadm,
uvazuje se o mozné souvislosti se systémovym zanétem. Cilem prace je zjistit, zda
terapie specifickymi inhibitory prozanétlivého cytokinu TNF (TNFi) ovliviiuje S-KM
u pacientii se systémovym revmatologickym onemocnénim a zda zména S-KM
koreluje se zménou vybranych prozanétlivych cytokini nebo s biomarkerem
oxidativniho stresu allantoinem. Dalsim cilem je urcit frekvenci a efekt alelickych
variant v genu uratového transportéru ABCG2 u pacientii s primarni dnou.
Vysledky: U pacientii se systémovym revmatologickym onemocnénim jsme
pozorovali signifikantni nariist S-KM po zahajeni terapie TNFi. Nepotvrdili jsme
souvislost mezi zménou S-KM a zménou nékterého ze 13 prozanétlivych cytokint
ani allantoinu. V druhé¢ casti prace jsme identifikovali 9 nesynonymnich exonovych
variant v genu ABCG2 u pacienti s primarni dnou. Celkové méli pacienti
s nesynonymnimi alelickymi variantami ¢asné€j$i nastup dny a vyssi pravdépodobnost
rodinného vyskytu onemocnéni.

Zavér: Na kohorté pacientll se syst¢émovym revmatologickym onemocnénim jsme
pozorovali nartist S-KM po potlaceni zanétlivé odpovedi. Zda se, Ze aktudlni hodnota
urikémie mize byt kromé znamych faktord ovlivnéna také systémovym zanétem. U
pacientii s chronickou dnou jsme prokazali, ze nesynonymni varianty v genu pro
sekre¢ni uratovy transportér ABCG2 zvysuji riziko dny, maji vliv na ¢asny nastup

onemocnéni a jsou spojeny s rodinnym vyskytem.

Klicova slova: kyselina mocova, systémovy zanét, cytokiny, oxidacni stres, dna,

uratové transportéry, ABCG2



Abstract

Introduction: Serum uric acid level (SUA) depends on the balance between its
production and excretion. SUA is associated with several transmembrane proteins
responsible for reabsorption (mainly URATI1 and GLUT9) and secretion (ABCG2)
on the apical and basolateral membranes of the proximal tubules in the kidney, and
in the case of ABCG2, it also correlates with its significant excretion through the
gastrointestinal tract. Gout is a metabolic disease caused by the deposition of urate
crystals in the joints and tissues. Chronic hyperuricemia is a primary risk factor for
the development of gout; however, gout patients usually have a lower SUA during an
acute gout attack than in the intercritical periods. The exact mechanism of this
phenomenon is unknown. It has been speculated that the systemic inflammatory
response can explain this discrepancy. The aim of the study is to determine whether
treatment with specific inhibitors of the proinflammatory cytokine TNF (TNFi)
affects SUA in patients with systemic rheumatic disease (SRD), and whether changes
in SUA correlate with changes in selected proinflammatory cytokines or with the
biomarker of oxidative stress, allantoin. Another aim is to determine the frequency
and effect of allelic variants in the ABCG2 urate transporter gene in patients with
primary gout.

Results: In patients with SRD, we observed a significant increase in SUA after
initiating TNFi therapy. We did not confirm an association of the magnitude of the
change in SUA with changes in any of the 13 pro-inflammatory cytokines, or with
allantoin. We identified nine non-synonymous exon variants of the ABCG2 gene in
patients with primary gout in the second project. Overall, patients with non-
synonymous allelic variants had an earlier onset of gout and a higher probability of
familial occurrence.

Conclusion: In a cohort of patients with SRD, we observed an increase in SUA after
the inflammatory response was abrogated. It appears that the actual SUA may be
affected by systemic inflammation in addition to known factors. In patients with
chronic gout, we have shown that non-synonymous variants of the urate secretory
transporter gene ABCG2 increase the risk of gout, are associated with the early onset
and familial occurrence of the disease.

Keywords: uric acid, systemic inflammation, cytokines, oxidative stress, gout, urate

transporters, ABCG
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1 UVOD

Kyselina mocova (KM) je koneénym produktem metabolismu purinti u
Clovéka. V prubehu katabolickych reakci jsou nukleové kyseliny pochéazejici z
vlastnich bun¢k organismu ¢i z potravy stépeny na nukleotidy, nukleosidy a baze,
které jsou v konecné fazi preménovany enzymem xanthinoxidazou/dehydrogenazou
(XOR, EC 1.17.1.4) na KM. KM neni jen odpadnim metabolitem, ale v
extracelularnim prosttedi pisobi jako vyznamny antioxidant a chrani tak bunky pred
pusobenim kyslikovych radikald. Naopak intracelularné se KM mize chovat jako
prooxidant. Dlouhodobé vychyleni hladiny KM, at’ uZ zvysena (hyperurikémie) ¢i
snizend (hypourikémie) hladina maji patologické dusledky pro organismus.
Hyperurikémie mtze vést ke tvorbe krystalii a rozvoji dny. Dna a hyperurikémie jsou
podle fady studii asociovany také s dalSimi onemocnénimi jako arteridlni hypertenzi,
chronickou rendlni insuficienci, diabetem mellitem 2. typu a ischemickou chorobou
srde¢ni (Hayden MR et al. 2004; Heinig M et al. 2006; Ebrahimpour P et al. 2008).
Hypourikémie se vyskytuje méné Casto a miize probihat bez vyznamné;jSich ptiznakii,
muze vSak vést k rozvoji nefrolitidzy a k rendlnimu selhdni. Niz§i hladiny KM ve
srovnani  se zdravymi kontrolami byly pozorovany také wu pacientl
s neurodegenerativnimi onemocnénimi, coz svéd¢i pro tlohu KM v obrané pied
oxidativnim stresem (Alonso A et al. 2007; Schlesinger I et al. 2008; Ascherio A et
al. 2009).

Vzhledem k rozsahlosti tématu se budu dale zabyvat pfedevSim primarni

hyperurikémii, pti¢iny sekundarni hyperurikémie jsou zminény okrajove.

1.1 KM a evoluce

KM je u vétSiny savci dale odbouravana na lépe rozpustnéjsi allantoin.
Béhem evoluce doslo u lidi a vysSich primatt k nékolika nezdvislym mutacim
vedoucim k inaktivaci urikdzy (EC 1.7.3.3), enzymu degradujicimu KM na allantoin.
Existuje nékolik hypotéz uvazujicich, Ze inaktivace urikdzy byla vysledkem
ptirozené¢ho vybéru a byla evolu¢ni vyhodou. Jedna z teorii tvrdi, Ze nartist KM byl
nadhradou antioxida¢ni kapacity po ztrat€ genu umoZiujicitho vytvafet kyselinu

askorbovou, asi 10 - 20 milionil let pfed inaktivaci urikdzy (Ames BN et al. 1981;
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Glantzounis GK et al. 2005). Dalsi autofi poukazuji na evoluéni vyhodu mozného
naristu intelektudlnich funkci, at" uz prostfednictvim antioxidacniho a
neuroprotektivniho Uc¢inku, ¢i pres aktivaci neurostimulacnich adenosinovych
receptort (zptisobem podobnym kofeinu) (Orowan E 1955; Scott GS et al. 2001; Du
Y et al. 2007; Alvarez-Lario B et al. 2010). K mutacim v urikdze doslo v obdobi
Miocénu, kdy byla strava hominoidii pievazné vegetaridnskd s extrémné nizkym
obsahem soli. N¢kteti autofi proto navrhuji, Zze nartist v S-KM vedl k udrzeni
normotenze pii prechodu na vzpiimenou chiizi stimulaci systému renin-angiotensin a
také chronicky zvySenim senzitivity na sil prostfednictvim rozvoje mikrovaskularni
a intersticialni choroby ledvin (Watanabe S et al. 2002; Johnson RJ et al. 2005). Dalsi
prace poukazuji na metabolické vyhody spojené se zvySenou konverzi fruktdozy na
tuk. KM indukuje intracelularné oxidativni stres v fad¢ bunék vcetné hepatocytt.
Takto vznikly oxidativni stres vede k naruSeni mitochondrialnich funkci a blokaci
klicového enzymu oxidativni fosforylace, akonitazy 2 (EC 4.2.1.3), majici za
nasledek stimulaci syntézy tuku (Johnson RJ et al. 2010). KM muze piisobit také jako
tzv. signal nebezpeci (danger signal) a podnécovat imunitni odpovéd’, coz miize byt

rovnéZ povazovano za evolu¢ni vyhodu. (Shi Y et al. 2003; Hu DE et al. 2004).



2 HYPERURIKEMIE

KM (2,6,8-trihydroxypurin, CsHsN.Os) je slaba kyselina a pfi fyziologickém
pH se vyskytuje v extracelularnim kompartmentu v 98 % v ionizované formé jako
urat sodny (MSU), jehoZz méné nez 5 % je vdzano na plazmatické proteiny.

Hladina KM je zavisla na rovnovaze mezi jeji tvorbou a vylu¢ovanim. Tvorba
je dana ptisunem purinii ze stravy, jejich endogenni syntézou a obratem tkanovych
nukleovych kyselin. Vylucovani je zprostiedkovano komplexnim mechanismem
reabsorpce a sekrece v proximalnich tubulech v ledvindch a z mensi ¢asti exkreci
tenkym stfevem. SniZzend exkrece kyseliny mocové je nejastéjSi pric¢inou

hyperurikémie (Ichida K et al. 2012). (Obr. 1)

Endogenni

syntéza purin(

Dietni puriny

Tkarnové

nukleové

kyseliny

Kys. moéova

Renalni exkrece 70 % GIT exkrece 30 %

Obr. 1 Uratova homeostaza

GIT - gastrointestinalni trakt

2.1 ZvySena tvorba KM

Zvysena tvorba uratu je zodpovédna za hyperurikémii u maximalné¢ 10 %

pacientii (Choi HK et al. 2005).

2.1.1 Purinové enzympatie

Existuji nekteré vzacné vrozené poruchy purinového metabolismu
zpusobujici zvySenou nebo také sniZzenou tvorbu urdtu. Mezi enzymopatie
zpiisobujici hyperurikémii patfi napiiklad X-vazany deficit hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferazy (HPRT, gen HPRTI, OMIM #308000) anebo superaktivita

fosforibosylpyrofosfatsyntetazy (PRPPs, gen PRPS, OMIM 311850), enzymd,
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zapojenych do syntézy purini de novo a v ptipadé HPRT také do recyklacni cesty,
jak je zminéno nize. Deficit HPRT je nejcastéjSi vrozenou poruchou metabolismu
purini. Enzym HPRT (EC 2.4.2.8) je zodpovédny za recyklaci hypoxanthinu a
guaninu, aby mohly byt znovu pouzity k syntéze nukleovych kyselin. RozliSujeme
parcialni deficit HPRT (OMIM #300323), ktery je asociovan s klinickymi projevy
zvySené tvorby purinit a nédslednou zvysenou syntézou KM (hyperurikémie/dna,
urolitidza a nefrolitiaza). Mlze se vyskytovat také rozlicné spektrum neurologické
symptomatologie, kterd je typicka pro kompletni deficit HPRT (atetoidni nebo
choreatiformni pohyby, hyperreflexie, torzni dystonie, hypotonie, zpomaleni
a zastava psychomotorického vyvoje). Nezbytnym symptomem pro tézky deficit
HPRT, oznacovany jako Lesh-Nyhantiv syndrom (OMIM #300322), je ptitomnost
psychiatrickych projevii ve formé automutilaéniho chovani (okusovani rti, jazyka,
koneCkl prstit). Primarni pfi¢ina neurologickych projevii neni dosud znéma.
Soucasné vyzkumné prace ukazuji na deficit dopaminergnich neurotransmitert
v mozku (Nyhan WL 2000).

Superaktivita fosforibozylpyrofosfatsyntetazy (PRPPs, OMIM #300661) je
extrémné vzacny defekt. Celosvétoveé byl diagnostikovan u tfech desitek pacientd.
PRPPs katalyzuje prvni krok nukleotidové syntézy (Obr. 2). ZvySena aktivita vede ke
stimulaci syntézy de novo. Klinicky pribéh je variabilni. Pacienti s mirnym
fenotypem maji klinické symptomy purinové nadprodukce bez neuropatickych
symptomi. U tézsitho fenotypu se mohou objevit poruchy ristu, zpomaleni
psychomotorického vyvoje, hypotonie, ataxie a percepcni hluchota (Mittal R et al.

2015).
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Ribosa-5-fosfat

Nukleové kys. PRPP
L\ /—r IMP

[ Guanosin ] [ HPRT ] [ Inosin

—

Kys. moéova

Obr. 2 Schéma syntézy KM vcetné recyklacni cesty katalyzované HPRT
HPRT - hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza, PRPP — fosforibosylpyrofosfat, GMP —

guanosinmonofosfat, IMP - inosinmonofosfat

2.1.2 Strava a zvySena tvorba KM

Pfijem stravy bohaté na puriny vede ke zvySené tvorbé KM, coz vychazi
z konceptu jeji biochemické degradace na koncovy produkt KM. Potraviny jako
vnittnosti, moiské plody ¢i kvasnice maji vysoky obsah purint (150-1000 mg/100 g).
Lusténiny a nékteré typy zeleniny fadime mezi potraviny se stfednim obsahem purinii
(50-150 mg/100 g), zatimco mlécné produkty, vejce, obiloviny a vétSina druhti ovoce
a zeleniny obsahuji pouze malé mnozstvi purini. Puriny mohou pfispivat k celkové
hladiné KM asi 60-120 umol/l (Emmerson BT 1996) a tudiz dieta bez purini miize
redukovat sérovou KM o piiblizné€ stejnou hodnotu (Yu T et al. 1974). I kdyz nékteré
specifické puriny (tj. adenin a hypoxantin) zvySuji in vivo hladinu KM vice nez jiné
(. guanin a xantin) (Clifford AJ et al. 1976). Potraviny bohaté na hypoxantin (> 100
mg/100 g) zahrnuji kuteci a hovézi maso a ryby. Jatra, petrZel, anCovicky ¢i kvasnice
maji zase vysoky obsah adeninu (Havlik J et al. 2010; Kaneko K et al. 2014). Data
z observacnich studii ukazuji, Ze puriny Zivo¢isného ptivodu ovliviiuji S-KM a vyskyt
dny, zatimco u purind rostlinného piivodu nebyl tento efekt pozorovan (Choi HK et
al. 2004; Choi HK et al. 2005; Zhang Y et al. 2012). MoZnym vysvétlenim tohoto
jevu je vysoky obsah vlakniny v luSténinach, kterd mizZe vazat KM ve stievé pred

jejim vyloucenim (Torralba KD et al. 2012).
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Zvyseny prijem cukril, zejména ve formé slazenych népoji a alkoholu mtize
také zvySovat hladinu KM a tim riziko rozvoje dny, coz je podporovéano daty z fady
studii (Raivio KO et al. 1975; Choi JW et al. 2008; Choi HK et al. 2010; Batt C et al.
2014; Dalbeth N et al. 2015). Piijem alkoholu a fruktézy zvySuje hladinu uratu
depleci ATP (adenosintrifosfatu) a generaci AMP (adenosinmonofosfatu) béhem
jaterniho metabolismu. Akumulace AMP a stimulace AMP deaminazy vede k tvorbé
IMP (inosinmonofosfatu) a nadsledné¢ KM (Faller J et al. 1982; Johnson RJ et al. 2009).
Konzumace alkoholu mutize akcelerovat syntézu KM jesté druhou cestou a to
zvySenim sérové hladiny laktatu zptisobené oxidaci etanolu (Lieber CS et al. 1962).

Co se tyce alkoholickych napoji, za pozornost stoji fakt, ze zatimco pivo a
destilaty jsou asociovany se zvySenou hladinou uratu a rizikem vzniku dny, u vina
tato asociace pozorovana nebyla (Choi HK et al. 2004; Rasheed H et al. 2013;
Stiburkova B et al. 2014). Nicméné riziko vyvoldni dnavé ataky je spojeno
s konzumaci vSech typti alkoholu v€etné vina v zavislosti na davce (Neogi T et al.
2014).

Zda se, ze nejvyraznéjsi efekt na nartst urdtu ma fruktézovy sirup, ktery se
pouziva na slazeni fady napojii a mize zpusobit nartst hladiny S-KM jiz za 30 minut
po konzumaci (Le MT et al. 2012; Dalbeth N et al. 2013).

Konzumace rajcat mize zvySovat S-KM vzhledem k vysokému obsahu
glutamatu v rajCatech, ktery je spojovan s produkci KM (Johnson RJ et al. 2013).

Naopak nizkotu¢né mlééné produkty mohou pusobit protektivné proti rozvoji
dny a dnavé ataky. In vitro na bunééné linii a in vivo na mySim modelu byly
identifikovany dvé slozky mléka s protizanétlivymi schopnostmi, syrovatkovy
protein — glykomakropeptid a extrakt tuku G600 (Dalbeth N et al. 2010). Nésledné
byla jejich G¢innost potvrzena v randomizované dvojité¢ zaslepené studii se 120
pacienty s rekurentnimi dnavymi atakami. Pacienti uZzivajici glykomakropeptid a
extrakt tuku G600 méli signifikantn€ niz8i po€et dnavych atak za 3 mésice ve
srovnani s kontrolnimi skupinami (Dalbeth N et al. 2012).

Byla zaznamenéna také inverzni korelace mezi kdvou a rizikem rozvoje dny.
Sest a vice porci kavy denné je asociovano se snizenim S-KM (Kiyohara C et al.
1999; Choi HK et al. 2007; Choi HK et al. 2007; Pham NM et al. 2010). Piesny
mechanismus protektivniho efektu kavy neni zndmy, ale ziejmé je zplsobeny

bioaktivnimi latkami pfitomnymi v kavée jako je chlorogenni kyselina (Choi HK et al.
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2010). Bezkofeinova kava taktéz prokazala schopnost redukovat S-KM. Konzumace
Caje nevykazovala zadnou souvislost s dnou ¢i hyperurikémii.

Vitamin C ma taktéz mirny efekt na snizeni KM (Huang HY et al. 2005; Choi
HK et al. 2009; Juraschek SP et al. 2011). Nicmén¢ v randomizované studii u pacientd
s jiz existujici dnou nemél denni pfijem vitaminu C v davce 500 mg vyznamny efekt
na prub&h onemocnéni a prumérné snizeni urikémie bylo minimalni (Stamp LK et al.
2013).

Ukazuje se vSak, Ze zivotni styl a zména diety ma pouze maly efekt na S-KM
(Moi JH et al. 2014; Holland R et al. 2015). Podle rozsadhl¢ metaanalyzy vysvétlila
dieta méné nez 1% rozptyl v S-KM u jedincti evropského ptivodu bez dny, kdezto

genetické faktory byly zodpovédné za 24% variaci (Major TJ et al. 2018).

2.1.3 ZvySeny tkanovy obrat

Stavy spojené se zvySenym bunéénym obratem v ramci hematologickych
onemocnéni anebo v souvislosti stumor lysis syndromem indukovanym
chemoterapii, mohou vést k hyperurikémii a dn€. ZvySend S-KM byla popsana také
u pacientl s psoriazou (Baumann RR et al. 1961; Eisen AZ et al. 1961). Stavy vedouci
k fyziologické konzumpci/degradaci ATP se mohou rovnéz podilet na potencialnim
sekundarnim obratu purintt vedoucim k hyperurikémii. Naro¢né a prolongované
cviceni, obzvlast’ vedouci k anaerobni respiraci, mtize indukovat ptechodnou elevaci

sérového uratu (Knochel JP et al. 1974; Yamanaka H et al. 1992).
2.2 SniZené vyluéovani KM

Pfiblizn¢ dvé tfetiny vylucovani KM jsou zajiStény ledvinami, zbyvajici
tfetina pak gastrointestinalnim traktem (Sorensen LB et al. 1975; Maesaka JK et al.
1998).
2.2.1 Renalni vylu¢ovani KM

Ucebnicovy model renalni exkrece se sklada ze Ctyr kroki: glomerularni
filtrace, zpétné resorpce, sekrece a nasledné zpétné resorpce (Roch-Ramel F et al.

1999). Vysledkem je exkrece asi 10 % pivodné filtrované KM (Obr. 3).
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Ctyikompartmentovy model byl viak v novéjsich pracich vyvracen. Zda se,
ze podél celého proximalniho tubulu koexistuje sekrece a reabsorpce KM (Mandal
AK et al. 2015). Ctytkompartmentovy model vznikl piivodné na zékladé pozorovani,
ze pyrazinamid inhibuje sekreci KM, pfi¢emz ve skutecnosti zvySuje reabsorpci pies
transportér URATI.

Referencni rozmezi pro frakéni exkreci KM je pro muze 7-9,5 %, 10-14 %

pro zeny a 15-22 % pro déti.

Obr. 3 Ctytkompartmentovy model renalni exkrece KM (upraveno dle Koopman et.

al. 2001)

Transport uratu je komplexni proces, ktery zahrnuje fadu transmembranovych
proteinli zajiStujicich reabsorpci (majoritné urat-aniontovy pienaSe¢ URATI,
glukoézovy transportér GLUT9) a sekreci (Siroce exprimovany transportér ABCG2)
na apikélni 1 bazolateralni membrané proximalnich tubult a v ptipadé¢ ABCG2 i

v gastrointestindlnim traktu.

2.2.1.1 Reabsorpéni transportéry

Na reabsorbci KM v proximalnim tubulu ledvin se podili nékolik apikédlnich
a bazolateralnich transportérii. Na apikdlni membrané je filtrovany urat absorbovan

pomoci urat-aniontovych pienecti URATI1, OAT4 (kédovan genem SLC22411) a
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OATI10 (gen SLC22413) (Bahn A et al. 2008; Mandal AK et al. 2017). Tyto
transportéry maji vysokou afinitu pro vyménu uratu za organické anionty jako je
nikotinat, pyrazinoat, laktat, butyrat ¢i acetoacetat. Jejich koncentrace je tedy klicova
determinanta aktivity téchto transportérd. Intracelularni koncentrace aniontd je
ovlivnéna také jejich apikdlnim vstfebavanim pfes Na+-dependentni
monokarboxylové transportéry SMCT1 a SMCT2 (Mandal AK et al. 2015), z ¢ehoz

vyplyva, ze apikalni reabsorpce uratu je sekundarné zavisla na sodiku. (Obr. 4).

. J

Laktat
SMCT1 Na* Butyrat 3Na*
Nikotinat ATP
SMCT2| (Anion?), Salicylat 2K*
Pyrozinoat
________________ -—

URAT1 .
Urat

Anion? Urat —=+ | GLUT9

Urat
OAT10

OAT4 Urat’

Tubularni lumen Intersticium

4 N

Obr. 4 Mechanismus reabsorbce uratu v proximalnim tubulu

Na sodiku zavisly anionovy transportér SMCT1 a SMCT2 zvySuje intracelularni
koncentraci monovalentnich anionti, které jsou vyménovany s luminalnim uratem
(URAT1/OAT10). OAT4 ziejme zménuje urat s divalentnimi anionty. (Upraveno dle
David B Mount, MD, 2012, UpToDate)

URAT1 (SLC22A412)

URATT1, produkt genu SLC22412, je vysoce specificky exprimovany pouze
v apikalni membrané bun€k proximalnich tubuli (Enomoto A et al. 2002). Poruchy
URAT1 zplsobuji renalni hypourikémii typu 1 (RHUC1, OMIM #220150). Jedna se
o heterogenni dédi¢né onemocnéni zplisobené poSkozenim tubuldrniho transportu
KM, nedostacujici reabsorpci a/nebo urychlenou sekreci. Pacienti maji nizkou
hladinu KM (< 60 pmol/l) se zvySenou frakéni exkreci KM (nad 10 %) (Enomoto A
et al. 2002; Tin A et al. 2011; Claverie-Martin F et al. 2018). Klinicky se onemocnéni
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mize projevit urolitidzou, nefrolitidzou a u ¢asti pacientti akutnim rendlnim selhanim
(nejcastéji po predchozi fyzické namaze). Varianty v genu SLC22A412 zpisobujici
RHUCT jsou populaéné specifické s vyssi frekvenci v japonské populaci a v evropské
romské populaci (Iwai N et al. 2004; Stiburkova B et al. 2016).

URAT1 mutze byt inhibovan urikosuriky jako benzbromaron, probenecid a
selektivné lesinuradem, verinuradem ¢i dotinuradem (Miner JN et al. 2016; Tan PK

et al. 2017).

GLUTY (SLC249)

Dals$im reabsorbim urdtovym transportérem je GLUT9. Gen SLC249 kdduje
dvé isoformy proteinu: GLUT9a (exprimovan ziejmé¢ na bazolateralni membrané
proximalnich rendlnich tubuld, jater, placenté, leukocytech a chondrocytech) a
GLUTO9b (exprimovan pravdépodobné na apikalni membrané renalnich proximalnich
tubuli a v placenté) (Augustin R et al. 2004). Exprese GLUT9 v chondrocytech by
mohla souviset s rozvojem krystaly indikované artritidy (Anzai N et al. 2008; Vitart
V et al. 2008).

V nékolika nezavislych studiich byl popsdn vztah mezi genetickymi
variantami genu SLC249, S-KM a vyskytem dny. Vyznamnéjsi efekt byl
zaznamenan u zen. Varianty v SLC2A49 jsou podle nékolika studii zodpovédné az za
3,4-8,8% variabilitu v S-KM u Zen a 0,5-2% u muzt (Li S et al. 2007; Dehghan A et
al. 2008; Doring A et al. 2008; Stark K et al. 2008; Vitart V et al. 2008; Wallace C et
al. 2008).

Celogenomové¢ asociacni studie (GWAS) potvrdily vazbu mezi SLC249 a
hyperurikémii a dnou nicméné piesny patogeneticky mechanismus zatim neni zcela
jasny.

Mutace zpisobujici ztratu funkce (loss of function) v SLC249 zphsobuji
dédi¢nou renalni hypourikémii typu 2 (RHUC2, OMIM #612076), u které mize byt
hladina S-KM vyrazné¢ sniZend az na cca 10 pmol/l a frakéni exkrece KM (FeKM)
dosahuje az 100 %. Ve srovnani s RHUCI jsou u pacienti ¢ast€jSi akutni rendlni
selhani a neni zde popula¢ni specificita (Anzai N et al. 2008; Matsuo H et al. 2008).

GLUTO je ¢astecné inhibovany urikosuriky jako probenecidem, losartanem,

benzbromaronem (Caulfield MJ et al. 2008; Kolz M et al. 2009).
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2.2.1.2 Sekreéni uratové transportéry

ABCG2 (gen ABCG2)

Sekrecni ¢ast transportu KM zajist'uje skupina proteinti v apikalni membrané
proximalnich tubulti — dominantné produkt genu ATP-binding casette, subfamily G,
member 2 (ABCG2/BCRP), také znamy jako breast cancer resistance protein.
ABCG?2 je multilékovy transportni protein a zajist'uje transport fady substratti véetné
xenobiotik (Allikmets R et al. 1998; Mao Q et al. 2005). Je exprimovan
v plazmatickych membranach riznych tkani (placenta, ledviny, mozek, stievo aj.).
Transportni protein ABCG2 se sklad4d z transmembranové c¢asti slozené ze Sesti
Sroubovic a intracelularni smycky obsahujici ATP vazajici misto na N-konci (NBD —
nucleotid binding domain). K zajiSténi funcnosti musi protein dimerizovat (Xu J et
al. 2004), Casto se vSak in vitro vyskytuje ve form¢ tetrameru nebo vétSich formacich
(Wong K et al. 2016).

Gen ABCG? je lokalizovany na chromozomu 4q21-g22 (Knutsen T et al.
2000), tato oblast je asociovana s dnou podle fady GWAS (Dehghan A et al. 2008;
Woodward OM et al. 2009; Kottgen A et al. 2013; Matsuo H et al. 2016; Nakayama
A et al. 2017). Doposud bylo identifikovanych celkem 45 alelickych variant
vABCG2 genu s vyraznou populaéni specificitou. Dva jednonukleotidkové
polymorfismy (SNP) v ABCG2 genu: ¢.34G>A (p.V12M) a c.421C>A (p.Q141K)
jsou oznacované jako bézné varianty v relativné velkém poctu etnickych skupin
(Heyes N et al. 2018). Zda se, ze varianta p.V12M nema vliv na transportni aktivitu
ABCG?2 (Higashino T et al. 2017). Varianta rs2231142 p.Q141K se nachazi v NBD
¢asti a je dulezita pro zabaleni proteinu, redukuje aktivitu ATPazy (EC 3.6.1.3)
(Mizuarai S et al. 2004; Morisaki K et al. 2005). Stabilizace této alelické varianty
malymi molekulami, které se vazi ptimo na NBD mohou obnovit funkci transportéru
(Yu Wetal. 2011).

Frekvence vyskytu varianty p.Q141K v evropské populaci je 9 %. Tato
varianta zpusobuje asi polovi¢ni redukci urdtového transportu. Byla nalezena u
nejméné 10 % pacientd s primarni dnou (Kolz M et al. 2009; Matsuo H et al. 2009;
Woodward OM et al. 2009; Ichida K et al. 2012). V regresnim modelu varianta
p-Q141K v heterozygotni/homozygotni formé vyrazné zvysila sérovou hladinu KM

0 39/83 pmol/l u muzd, o 8/15 pumol/l u zen (Stiburkova B et al. 2014). Varianta
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p.Ql41K je také spojovana se snizenou terapeutickou odpovédi na inhibitor
xantinoxidazy allopurinol (Wen CC et al. 2015).

Krom¢ p.Ql41K byla identifikovana dals§i béznd varianta ve spojeni
s hyperurikémii a dnou v japonské populaci: p.Q126X (¢.376C>T) (Matsuo H et al.
2009; Matsuo H et al. 2013; Matsuo H et al. 2014; Nakayama A et al. 2014). Jeji
vyskyt je vzacny v ostatni populacich.

Funk¢ni studie ukézaly, ze nejen bézné, ale také vzacné alelické varianty
snizuji funkci ABCG?2 transprotéru a podili se tim na patofyziologii hyperurikémie a
dny (Toyoda Y et al. 2019).

Podl€ nékolika studii hraje ABCG2 vyznamnou roli ve stimulaci zanétu a
regulaci autofagie (Poller B et al. 2010; Shen S et al. 2010; Ding R et al. 2016)
Dysfunkce ABCG2 transportéru mizou ovlivnit mortalitu na podkladé hromadéni
KM a uremického toxinu, podporou zanétlivé reakce a potlacenim autofagie. Autofi
recentni studie popsali, ze dysfunkcni varianty v ABCG2 transportéru jsou rizikové
faktory mortality u hemodialyzovanych pacienti (Nakashima A et al. 2020).

Stimulace exprese ABCG2 transportéru je do budoucna jeden z novych

terapeutickych ptistupti v 1é¢bé dny (Ristic B et al. 2020)

Ostatni sekrecni transportéry

Dalsim proteinem, podilejicim se na sekreci KM, je HNTP4 (human sodium
phosphate transporter 4), produkt genu SLCI743, exprimovany krom¢ ledvin
1 v jatrech. Kauzalni alelické varianty v SLC17A43 zpisobujici snizeni vylucovani
KM byly popsany u pacientl s hyperurikémii (Jutabha P et al. 2010).

Dal$im urdtovym transportérem je vysoce polymorfni MRP4 protein, ¢len
skupiny ,,MRP/ABCC subfamily ATP-binding cassette transportérli, nachazejici se
na plazmatické membrané tady tkani s bariérovou funkci (ledviny, jatra, stfevo,
placenta, mozek) (Eraly SA et al. 2008; Russel FG et al. 2008; Hoque MT et al. 2009)
(Obr. 5).
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Obr. 5 Mechanismus sekrece urdtu v proximalnim tubulu

Uréat vstupuje do bunky na basolateralni membrané na zakladé vymény s alfa-
ketoglutardtem zprosttedkované prostfednictvim OAT1 a OAT3. Na apikalni
mebrané¢ je vyluCovan prostiednictvim MRP4, ABCG2, NPT1 a/nebo NPT4.
(Upraveno dle David B Mount, MD, 2012, UpToDate)

2.2.2 Gastrointestinalni vylu¢ovani KM

Vylu¢ovani KM gastrointestinalnim traktem bylo objeveno pted vice nez 50
lety, pfesto bylo predmétem pomérné malého mnozstvi studii. Na zaklad¢ praci s
radioaktivné znaCenym uratem bylo zjiSténo, ze gastrointestinalni trakt je
zodpovédny za 20-30 % denniho vylu¢ovani KM (Sorensen LB 1959; Sorensen LB
1965; Sorensen LB et al. 1975). Podil gastrointestinalni exkrece KM miiZze byt
vyznamnéjs$i pti rendlni insuficienci. Na zakladé zvifecich model bylo popséano, ze
muize dojit ke kompenzatornimu zvySeni gastrointestindlni exkrece pii poklesu
rendlni exkrece KM (Hatch M et al. 1994).

Ukazuje se, Ze genetické varianty v ABCG2 zvySujici KM neplisobi pouze
cestou rendlntho transportu KM, ale spiSe pies ovlivnéni vylu€ovani
gastrointestindlnim traktem (Ichida K et al. 2012). Nedavno byl zkouman vliv
dysfunkce v ABCG2 u hemodialyzovanych pacientd, tedy v kone¢né fazi renalniho

selhani, u kterych vylu¢ovani KM ledvinami témét kompletné chybi. VSechen urat
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by mél byt tedy vyluCovan gastrointestindlnim traktem. Ukdazalo se, ze stupen
dysfunkce ABCG2 silné koreluje se zdvaznosti hyperurikémie u hemodialyzovanych
pacient. Kromé toho autofi ukézali, Ze pii akutni gastroenteritidé je hyperurikémie
krom¢ dehydratace zptsobena také snizenou sekreci KM prosttednictvim ABCG2
transportéru v gastrointestindlnim traktu (Matsuo H et al. 2016).

V zavislosti na tizi ABCG2 dysfunkce muazeme rozliSovat dva
patofyziologické mechanismy hyperurikémie. Jednak rendlni pretizeni (ROL — renal
overload), které¢ je dano sniZzenim intestindlniho vyluCovéani urdtu v konecném
disledku vede k vyssimu vyluovani uratu ledvinami. Druhym mechanismem je
rendlni hyposekrece (RUE - renal underexcretion), kterd vede ke snizenému
vylu€ovani uratu (Obr. 6). Tézka dysfunkce v ABCG2 tranportéru (<1/4 funkce)
zpusobuje bud’ ROL typ nebo kombinovany typ nez RUE. Stfedni a mirna dysfunkce
ABCG?2 (1/2 a 3/4 funkce) signifikantn¢ zvySuje riziko RUE typu hyperurikémie
(Matsuo H et al. 2014). RUE hyperurikémie je zodpovédna celkem za 70-90 % vSech
ptipadi hyperurikémie (Yamanaka H 2011).

N )

‘_-(-J_M ABCG2 dysfunkce | i\

==y
ol BEL o

Extra-rendlni Renalni Extra-renalni Renalni
exkrece exkrece x Y exkrece exkrece
Renalni Extra-renalni
hyposekrece hyposekrece

\ RUE hyperurikémie / \ ROL hyperurikémie /

Obr. 6 Patofyziologie hyperurikémie zptisobené dysfunkci ABCG2 (upraveno dle

Matsuo et al., 2014)
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Recentni mysi studie také ukazuji, ze SLC2A9 je vyznamnym basolaterdlnim

efluxnim transportérem KM ve stfevnich enterocytech (DeBosch BJ et al. 2014).

2.3 Genetické pozadi hyperurikémie a dny

Heritabilita hladiny KM u evropské populace se pohybuje v rozmezi 45-68%
(Kottgen A et al. 2013). Ttretinu genli asociovanych s hyperurikémiii a dnou tvofi
geny pro uratové transportéry lokalizované v ledvinach a gastrointestindlnim traktu.
Vysledkem rozsahlé GWAS u Evropant (n = 110 347) byl nalez signifikantni
asociace hladiny uratu a 28 genetickych lokusi (Kottgen A et al. 2013). Nasledné
analyzy potvrdily a rozsitily pocet genetickych lokusii asociovanych s hyperurikémii
na vice nez 30. Dalsi rozsahle GWAS probéhly na populaci vychodni Asie (n =
51327) (Okada Y et al. 2012) a Afroameri¢ani (n = 5820) (Tin A et al. 2011).
Vsechny GWAS identifikovaly v souvislosti s hyperurikémii geny SLC249
(transportér GLUTY) a SLC22412 (transportér URATI). Varianty v genu ABCG2
byly detekovany v GWAS v evropské a vychodoasijské populaci v souvislosti
s hyperurikémii a dnou.

Mezi dalsi uratové transportéry asociované s hyperurikémii patii, jak uz bylo
zminéno vyse, organické aniontové transportéry (OAT1, OAT3, OAT4 a ORCTL-3),
MRP4 (multi-drug resistence-associated protein) se sodikem sprazeny
monokarboxylovy transportér 1 a 2 (SLC5A8 a SLC5A12).

VétSina reabsorpCnich a sekre¢nich transportérii na apikdlni membrané,
piredevsim URAT1, je navazana na tzv. scaffold proteiny jako PDZK1. Tyto proteiny
ukotvuji transportéry v apikalnim komplexu (Endou H et al. 2008). Neni tedy
ptekvapenim, ze PDZK1 mize také ovliviiovat S-KM (Kolz M et al. 2009; Yang Q
et al. 2010). Varianta rs/967017 v PDZKI ziejm& redukuje exkreci uratu
(Ketharnathan S et al. 2018).

DalSimi geny asociovanymi s S-KM jsou geny kodujici proteiny spojené
s metabolickymi drahami napt. GCKR (glukozokindzovy regulaéni protein), A/CF
(komplementacni faktor APOBEC1 = enzymu upravujicimu mRNA apolipoproteinu
B) a IGFIR (inzulinu podobny rlstovy faktor 1 receptor). Varianta rs/263026
(p.P446L) v GCKR zptsobuje sniZeni inhibibice glukokinazy, coZz vede k depleci
ATP a zvySenou tvorbu uratu pres katabolismus ADP (adenosindifosfat) (Beer NL et

al. 2009; Rees MG et al. 2012). Dalsi kauzalni variantou je specifickd varianta pro
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vychodni Asii p.E504K (rs671) v genu ALDH?2 (aldehyddehydrogenéza 2) (Sakiyama
M et al. 2016). Krom¢ genu ALDH2 je se S-KM spojovany i dalsi gen
z aldehdyddehydrogenazové rodiny — ALDH16A1 (Sulem P et al. 2011).

Vétsina velkych GWAS se zametovala na asociaci genetickych lokusi a S-
KM, relativné¢ malé studie byly publikovany pfimo u pacientl s diagnostikovanou
dnou. Zatim nejvétsi GWAS s pacienty s dnou zahrnoval 7431 Evropani. Bylo
identifikovano devét lokust SLC249, ABCG2, GCKR, MLCIPL, SLCI7A41-
SLC17A44, SLC16A49, SLC22A412, PDZK1 a TRIM46 asociovanych s dnavou artritidou
(Major TJ et al. 2018). Tyto lokusy byly jiz v pfedchozich GWAS spojené s S-KM
(Kottgen A et al. 2013).

Recentni GWAS poprvé porovnal genetické pozadi mezi jedinci
s hyperurikémii (n = 1003) a dnou (n = 945) (Kawamura Y et al. 2019). Studie
detekovala lokusy v genech ABCG2, SLC249 a ALDH?2, které se mohou podilet na
progresi hyperurikémie do dny. Autofi taktéZ identifikovali dva nové lokusy:
157927466 v genu CNTN5. Gen CNTNS5 je Clenem kontaktinové rodiny, ktera
zprostiedkovava interakce na povrchu bunky béhem vyvoje nervového systému
(OgawaJ et al. 1996; Shimoda Y et al. 2009). CNTN5 je dle nékolika praci asociovany
s neuropsychiatrickymi onemocnénimi autistického spektra (van Daalen E et al. 2011;
Poot M 2014), s poruchou pozornosti s hyperaktivitou (ADHD) (Lionel AC et al.
2011) a mentalni anorexii (Nakabayashi K et al. 2009). CNTNS5 byl ptekvapiveé
asociovan také s autoimunutnimi zanétlivymi onemocnénimi jako ankylozujici
spondylitidou (Jung SH et al. 2014) a Beh¢etovou chorobou (Ortiz-Fernandez L et al.
2016). Jiny jednonukleotidovy polymorfismus v CNTNJ5 (rs1813445) je asociovan s
odpovédi na terapii TNFi u pacientl s revmatoidni artritidou (Umicevi¢ Mirkov M et
al. 2013) a Crohnovou chorobou (Thomas D et al. 2014). Vzhledem k tomu, ze
recentni prace ukazuje, ze jednonukleotidové polymofismy v CNTN5 mohou byt
zapojeny do rozvoje dny z asymptomatické hyperurikémie, predpokladd se, ze
polymorfismy v CNTN5 hraji roli v rozvoji zadnétlivé odpovédi. Byl identifikovan
také novy lokus spojeny s dnou rs9952962 v blizkosti MIR302F. MikroRNA
(miRNA) jsou malé nekddujici RNA molekuly, které maji vyznamnou roli v regulaci
genove exprese (Krol J et al. 2010). Nékolik miRNA bylo asociovano s patogenezi
neinfek¢nich zanétlivych artritid, naptiklad s revmatoidni artritidou (Ceribelli A et al.

2011; Duroux-Richard I et al. 2012) a také dnou (Papanagnou P et al. 2016; Zhou W
23



et al. 2017; Zhang Q-B et al. 2018). DalSim identifikovanym lokusem byl SNP
lokusu.

V dalsi nové GWAS japonsti autofi identifikovaly geny, které zplsobily
narust S-KM v japonské populaci v disledku selek¢niho tlaku — jedna se 0 ABCG2 a
ALDH? (Nakayama A et al. 2020).

2.4 Klinické aspekty ovliviiujici hladinu S-KM

Hyperurikémie mize vzniknout v disledku zvySené reabsorpce KM pfi
zvysené koncentraci B-hydroxybutyratu a acetoacetatu pti diabetické ketoacidoze, pii
ketoacidoze zptsobené hladovénim a pti zvysené hlading laktatu (napt. po konzumaci
alkoholu ¢1 u nékterych typt glykogendz). Organické kyseliny slouZzi jako vyménné
anionty pro apikalni renalni uratové transportéry URATI a OATI10, proto tyto
kyseliny zvySuji reabsorpci uratu v proximalnim tubulu. Uzivani 1€ki jako je niacin
a pyrazinamid mize byt také komplikovano hyperurikémii. Nizk4 davka salicylati
zvySuje hladinu uratu (El-Sheikh AA et al. 2008), ve vysSich davkach pusobi
salicylaty urikosuricky, zfejmé prostfednictvim inhibice URAT1 (Shin HJ et al.
2011). Zvysena hladina KM a s tim souvisejici zvysené riziko rozvoje dny doprovazi
uzivani diuretik obzvlast' thiazidi a klickovych diuretik. Piesny molekularni
mechanismus této asociace neni znamy, ale spekuluje se, ze sniZzeni cirkulujiciho
objemu a redukovany renalni prutok krve zvysuje reabsorpci KM (Mandal AK et al.
2015). Jednotliva diuretika maji ziejmé piimy efekt na rendlni transport uratu.
Napriklad klickova diuretika jako furosemid interaguji piimo s uratovym
transportérem NPT4 (Jutabha P et al. 2010) a thiazidova i klickova diuretika inhibuji
uratovy transportér MRP4 (El-Sheikh AA et al. 2008).

Dehydratace podporuje né€kolika mechanismy rozvoj hyperurikémie
(Feinstein EI et al. 1984). Jednak snizenou rendlni perfuzi a nédslednou snizenou
filtraci urdtu. Déle vznikld retence sodiku snizuje tubularni sekreci urétu,
pravdépodobné prostiednictvim Na+/urdtovych kotransportérti, NPT1 a NPT4.
Pacienti vystaveni nizkosodikové diet¢ mohou také zadrzovat urat ve snaze zadrzet
sodik.

Je v8eobecné znamo, Ze hladina KM je ovlivnéna vékem a pohlavim. V détstvi

je hladina uratu nizka (0 - 6 tydnid 143-340 umol/l, 6 tydnt — 1 rok 120-340 umol/l,
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1-15 let 140-340 pumol/l, 15 — 110 let muzi 220-420 umol/1, Zeny 140-340 pmol/l). U
chlapcti dochazi ke strmému nartstu hladiny KM v puberté, u divek pouze k mirnému
vzestupu. K vyraznému naristu S-KM dochdzi u Zen po menopauze, kdy se hladiny
uratu blizi hodnotdm u muzd. Pohlavni hormony nejspise hraji roli v regulaci S-KM.
Estrogen a progesteron podporuji rendlni exkreci KM. Folikuly stimulujici hormon
byl asociovan s mirnym narGstem hladiny urdtu (Mumford SL et al. 2013).
Mechanismus zodpovédny za nartist uratu nebyl objasnén. Estrogeny a androgeny
maji zfejme opacny efekt na renalni organické anionové transportéry (Ljubojevic M
et al. 2004). Estrogeny pravdépodobné redukuji pocet aktivnich uratovych
reabsorp¢nich transportéri, coz vede ke sniZzené rendlni reabsorpci KM (Doring A et
al. 2008; Zeng M et al. 2014).

Hyperurikémie a dna jsou soucasti metabolického syndromu (Choi HK et al.
2007), coz sved¢i pro moznou ulohu hyperinzulinémie a inzulinové signalizace na
regulaci renalniho uratového transportu (Perez-Ruiz F et al. 2015). S-KM se zvySuje
s poctem kritérii metabolického syndromu (Stiburkova B et al. 2014). Zda se, ze
inzulin redukuje FeKM (Quinones Galvan A et al. 1995; Ter Maaten JC et al. 1997),
avSak presny mechanismus neni znam.

Nadbytek parathormonu také redukuje vylu¢ovani KM a to jak pfi primarnim
hyperparathyroideismu (Christensson T 1977), tak béhem farmakologické terapie
osteoporozy teriparatidem (Neer RM et al. 2001).
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3 DNAVA ARTRITIDA

Jak jiz bylo zminéno vyse S-KM dosahuje u lidi asi 5-20krat vyssich hodnot
nez u vétSiny savcl. Hlavnim onemocnénim spojenym se zvySenou hladinou KM je
dna. Dna je nejcastéjsi zanétlivou artritidou v dospélé populaci. V zapadnich zemich
postihuje asi 1-2 % dospélych s nartstajici prevalenci s vékem. U muzii nad 65 let
véku roste prevalence na 7 % a u Zen nad 85 let na 3 % (Bardin T et al. 2014).
Kauzalnim faktorem pro rozvoj dny je chronicka hyperurikémie. Klinické projevy,
jako naptiklad akutni artritida, jsou zptisobeny zanétlivou reakci na krystaly uratu
sodného (MSU), které se mohou ukladat do kloubti a mékkych tkani. Nicméné ne u
vSech jedinct s hyperurikémii dojde k rozvoji dny (Richette P et al. 2010).

Pti¢inny vztah mezi hyperurikémii, vznikem deposit krystald MSU a dnou
vyslovil Garrod v poloviné 19. stoleti (1860). Freudweiler v roce 1899 potvrdil, ze
injekce tofozniho materialu zplisobuje zanét, coz nadale podpofilo koncept dny jako
onemocnéni zpusobené uklddanim krystald MSU (Brill JM et al. 1964). Krystaly
MSU byly nalezeny v synovidlni tekutiné u pacientii béhem dnavé ataky za pouziti
polariza¢niho mikroskopu poprvé v roce 1961 (McCarty DJ et al. 1961), cozZ bylo
nasledovano pozorovanim, Ze injekce krystalt MSU do zdravého kloubu zptisobuje
akutni artritidu (1962).

Pribé¢h dny mtzeme rozdélit do nékolika fazi a to na asymptomatickou
hyperurikémii, tvorbu krystalit MSU v dasledku chronické hyperurikémie, imunitni
reakci na krystaly MSU, ktera se klinicky projevuje jako akutni dnava ataka,
spontanni ustup zanétlivé odpoveédi a nakonec chronickou dnu s depozity krystalli

MSU oznaCovanymi jako tofy (Dalbeth N et al. 2014).

3.1 Tvorba krystali MSU

Klinickd symptomatologie dnavé artritidy je odpovédi na tvorbu krystali
MSU. Rozpustnost urdtu je ovlivnéna teplotou (snizujici se teplota redukuje
rozpustnost), pH (pH 7-8 redukuje rozpustnost) a koncentraci NaCl (nizsi
koncentrace NaCl sniZuje rozpustnost). Pfi teploté¢ 37°C je hranice rozpustnosti asi
405 pmol/l (Choi HK et al. 2005). Matrix chrupavky také ovliviiuje rozpustnost KM.
Strukturné intaktni proteiny, polysacharidy a proteoglykany zvysuji rozpustnost KM

(Chhana A et al. 2015). In vitro studie poukazuji na dtlezitost zvySené hladiny uratu
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a koncentrace Na+ pro krystalizaci uratu. Nicméné in vivo nukleace MSU je spiSe
indukovéana faktory pojivové tkan€¢ a proteiny. Proteiny s vysokou molekularni
hmotnosti jako sérovy albumin, globuliny a kolagen typu I zvySuji nukleaci in vitro.
Existuje také evidence, ze IgG protilatky, které jsou ptitomny v synovidlni tekuting u
pacientli s dnou, potencuji nukleaci MSU in vitro (Kam M et al. 1992).

Zvysena hladina KM v séru je nepochybné kauzalnim faktorem pro rozvoj
dny, nicméné k jejimu vzniku jsou nutné dal$i specifické faktory podporujici

krystalizaci.

3.2 Imunitni reakce na krystaly MSU
3.2.1 Vznik a zesileni zanétlivé reakce

Akutni dnava ataka je zanétlivda odpovéd’ na krystaly MSU, kterd obvykle
spontanné odezni bez lécby za 7-10 dni a to navzdory pfetrvavajici pfitomnosti
vyvolavdjiciho faktoru tj. krystali MSU v organismu. Klicové zanétlivé bunky
v patogenezi akutni dnavé ataky jsou neutrofily a makrofigy. Zirné buiiky a
endotelidlni buniky se také spolupodileji na zanétlivé odpoveédi. Béhem akutni dnavé
ataky dochazi k fagocytoze krystali MSU neutrofily a makrofagy. Kyselé prostredi
fagolysosomu zplisobi masivni uvolnéni sodiku a naruseni intracelularni osmolarity,
coz je kompenzovano ndslednym influxem vody pfes akvaporiny. Nartist objemu
zpusobeny influxem vody zpiisobi pokles intracelularni hladiny drasliku, ktera vede
k aktivaci NLPR3 (NOD-like receptor pyrin-containing 3) inflamasomu (Schorn C et
al. 2011). Inflamasom iniciuje tvorbu IL-1, ktery dale umociiuje masivni imunitni
reakci vedouci k vasodilataci a dalSimu influxu imunitnich buné¢k, pfevazné
neutrofilli, do mista zanétu (Schiltz C et al. 2002; Martinon F et al. 2006). Klinicky
dochazi k rozvoji akutni dnavé ataky. Aktivace inflamasomu vyZzaduje reaktivni
kyslikové radikaly (ROS) a vede k odsStépeni Casti pro-IL-1p na IL-1 pomoci
kaspazy 1. I kdyZ je centralni tiloha rezidentnich makrofagli v iniciaci akutniho zanétu
zprostiedkovaného MSU krystaly Siroce uznavand, je pouze malo poznatkll o
pfesnych spoustécich TLR (toll like receptors)-zprostiedkované aktivace NLPR3-
inflamasomu. Kyselina palmitova (C16:0) byla popsana jako moZny spoustéc

(Joosten LA et al. 2010).
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Monocyty v reakci na MSU krystaly zesiluji akutni dnavou ataku pomoci
aktivace endotelidlnich bunck v reakci na IL-1p, ktery zvySuje permeabilitu tkani pro
leukocyty. Reakce je podporovana expresi adhesivnich molekul a generaci
chemokinii jako je ST00A8/A9 a IL-8. Akutni dnava ataka je déle zesilena influxem
neutrofill do mista zanétu vedoucimu k uvolnéni dalSich prozanétlivych cytokind,
chemokint a dalsich faktord, jako jsou ROS, prostaglandin E2 a lysozomalni enzymy.

Centralni uloha IL-1 pfi rozvoji akutni dnavé ataky byla podpotena in vitro
experimenty s hlodavci s deficientnim receptorem pro IL-1, u kterych se po injekci
MSU krystali nevyvinula tak silnd zanétlivd odpovéd’ jako u wild-type kontrol
(Roberge CJ et al. 1994; Torres R et al. 2009). Klinické studie prokazaly u¢innost
antagonistt IL-1B v Iécbé a profylaxi dnavych atak (So A et al. 2007; Schumacher
HR, Jr. et al. 2012). Vysledky prezentované v ramci post hoc analyzy studie
CANTOS (Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study)
demonstrovaly, 7e canakinumab (humdnni monoklondlni protilaitka proti
interleukinu-18) signifikantné redukuje pocet dnavych atak o vice nez polovinu ve
srovnani s placebem nezavisle na vychozi hodnoté¢ S-KM (Solomon DH et al. 2018).

Ukazuje se, Ze adenosin monofosfat aktivovand protein kindza (AMPK)
stresory, které zvySuji pomér AMP: ATP (nutricni deprivace, hypoxie, cviceni)
(Witczak CA et al. 2008; Steinberg GR et al. 2009). Naopak urat samotny (Lanaspa
MA et al. 2012; Cicerchi C et al. 2014), alkohol ¢i fruktdza inhibuji tkdniovou aktivitu
AMPK (Axelsen LN et al. 2010; Shearn CT et al. 2014). Tkanova aktivita AMPK je
navic snizena u obezity, diabetu mellitu 2. typu, metabolického syndromu a dalSich
metabolickych onemocnénich spojenych s mirnym zanétem tukové tkdné€ a zvysenou
prevalenci dny (Viollet B et al. 2007; Ruderman NB et al. 2013). ZvySena fosforylace
AMPK vede také ke stimulaci M2 protizanétlivého fenotypu makrofagii a inhibici
genové exprese NLPR3. Expozice makrofagi z kostni dfené¢ kolchicinu
v koncentracich (10 uM), dosazitelnych u pacientii ptiuzivani profylaktickych davek,
byla asociovana s vySe zmin€nou protizanétlivou odpovédi. Experimentalni data
ukazuji, Ze AMPK aktivita limituje krystaly MSU zprostfedkovany zanét a

-----

Y et al. 2016).
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3.2.2 Odeznéni zanétlivé reakce

Existence striktni kontroly zanétlivého procesu a zamezeni pozitivni zpétné
vazby a aktivace dalSich prozanétlivych molekul je u dnavé ataky nutna. Mélo se za
to, ze hlavni ulohu pfi spontannim odeznéni zanétu ma TGF1p, produkovany pti
apoptdze neutrofill a jejich fagocytdze makrofagy (Savill JS et al. 1989; Steiger S et
al. 2013). TGF1B potlacuje uvolnéni dalSich prozanétlivych cytokini MSU
aktivovanymi monocyty. Dalsi protizanétlivé cytokiny IL-1RA a IL-10 jsou také
ptitomny ve vysokych koncentracich v synovialni tekutin€ béhem akutni dnavé ataky.
V nedavné dobé byl objeven novy mechanismus podporujici jak rozvoj, tak 1
samovolné odeznéni zanétu pii akutni dnavé atace. Jedna se o tzv. NETs (neutrophils
extracellular traps). Aktivované neutrofily jsou schopné uvolnovat dekondenzovany
chromatin spolu s antimikrobidlnimi peptidy a enzymy z neutrofilnich granul jako
NETs (Brinkmann V et al. 2004). Net6za je oznaceni pro novou formu bunééné smrti
odlisné od apoptozy a nekrozy (Fuchs TA et al. 2007). V pfitomnosti nizkého poctu
neutrofill, v ¢asnych fazich akutni dnavé ataky, dochazi ke tvorbé solitarnich NETs
a k uvolnéni prozanétlivych cytokini (IL-6, TNF-a)) a chemokinti jako IL-8. Nasledné
jsou atrahovany do mista zdnétu dalSi neutrofily a jiné imunitni bunky. Kdyz dojde
k dosazeni kritické koncentrace neutrofili, NETs indukované krystaly MSU vytvaii
vétsi konglomeraty tzv. agregované NETs (aggNETs). Tento jev byl pozorovan
v pozd¢jSich fazich akutni dnavé ataky. AggNETs mohou zachytit a rozlozit
prozanétlivé cytokiny uvoliované z neutrofili jako TNF-a, IL-1B, IL-6, MCP-1
pomoci serinovych protedz, které produkuji samotné aggNETs. Tim dochazi
k pferuSeni zanétlivého kruhu (Schauer C et al. 2014; Hahn J et al. 2019) (Obr. 7).
Vin vitro experimentech byla zaznamenina nejvys$$i produkce prozanétlivych
cytokinli IL-1f a IL-6 a chemokinu MIG (CXCL9) pti mnozstvi neutrofili 20-40 x
10%ml. P#i vyssich koncentracich neutrofili bylo absolutni mnoZstvi

cytokinli/chemokinii snizeno (Hahn J et al. 2019).
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Obr. 7 Model prozanétlivého a protizanétliveho plisobeni NETs (Hahn J et al. 2019)

Tvorba NETs miize probihat rozdilnymi patogenetickymi cestami v zavislosti
na stimulu (Kenny EF et al. 2017). Pii stimulaci krystaly MSU dochézi k formaci
NETs v zavislosti na tvorbé ROS (Schorn C et al. 2012). Pii porusené tvorbé ROS,
napiiklad u mysi s mutaci v nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) oxidéaze
nebo u pacientli s chronickou granulomat6zni chorobou, je tvorba NETs zavazné
postizena. U mysi s mutaci v NADPH oxidaze (Ncfl**) injikovanych krystaly MSU
byla pozorovana snizena tvorba aggNETs a byly naméfeny vysSsi hladiny
prozanétlivych cytokini ve srovnani s wild-type mySmi injikovanymi MSU. Na
zéklad¢ téchto pozorovani se predpoklada, ze ROS jsou nutné k ukonceni MSU
indukovaného zanétu a jejich nedostatek vede k vzplanuti a chronifikaci zanétu

(Schauer C et al. 2014).

3.3 Urikémie béhem akutni dnavé ataky

Ackoliv je chronicka hyperurikémie kauzalni podminka rozvoje dny, pacienti
s dnou maji obvykle nizsi sérové hladiny KM b&hem akutni dnavé ataky nez béhem
interkritické periody (McCarty DJ 1994; Logan JA et al. 1997; Schlesinger N et al.
1997). Studie zalozené na dvou randomizovanych klinickych hodnocenich 1écby
akutni dnavé ataky (Schumacher HR, Jr. et al. 2002; Rubin BR et al. 2004)
konstatovaly, Ze S-KM byla u 14 % pacientit < 357 pumol/l a 32 % pacientit mélo S-
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KM pod 476 umol/l béhem akutni dnavé ataky. Mechanismus, zodpovédny za tento

jev, nebyl doposud zcela presveéd¢iveé objasnén.

3.3.1 Prozanétlivé cytokiny a S-KM

Jedna z hypotéz tvrdi, Ze by pokles S-KM v prubéhu dnavé ataky mohl byt
zpuisoben naristem mocového vyluc¢ovani KM, indukovanym zanétlivymi mediatory
jako je IL-6 (Urano W et al. 2002). Jina explorativni klinickd studie zase popsala
snizenou hladinu KM po podani lidského rekombinantniho IL-6 u pacientl s
refrakterni trombocytopenii (Tsutani H et al. 2000). DalSi prace prokazala podobné
zmény v S-KM pfi systémové zanétlivé odpovédi provokované ortopedickou operaci
(u pacientti bez dny) a poukdzala na to, ze snizeni S-KM mize byt v disledku

systémové zanétlivé odpovédi, spiSe nez dny samotné(Waldron JL et al. 2013).

3.3.2 KM a oxidativni stres

Mezi dal§i zvazované mechanismy, které by mohly byt zodpovédné za pokles
S-KM beéhem systémového zanétu, patii spotiebovani KM v radikdlovych reakcich.
KM je vyznamnym antioxidantem v extraceluldrnim prostiedi (Ames BN et al. 1981;
Becker BF 1993; Re R et al. 1999), plisobi jako scavenger volnych radikalti a miize
tak chranit organismus pred oxidativnim poskozenim (Kellogg EW, 3rd et al. 1977).
Bylo prokazano, ze KM je scavenger pro singletni kyslik a hydroxylovy radikal
(Ames BN et al. 1981). Tudiz, cirkulujici KM by mohla byt spotfebovana v
radikélovych reakcich generovanych bé¢hem systémové zanétlivé odpovedi. I kdyz u
lidi doslo ke ztraté aktivniho enzymu urikdzy, KM je neenzymaticky oxidovana na

allantoin a dalsi oxidaéni produkty (Kaur H et al. 1990) (Obr. 8).
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Obr. 8 Model oxidativniho metabolismu uratu (upraveno podle Stamp et al. 2014)
MPO — myeloperoxiddza, XOR — xanthinoxidoreduktaza
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Allantoin se osvéd¢il v fad€ in vitro 1 in vivo studii jako stabilni biomarker
oxida¢niho stresu (Grootveld M et al. 1987; Hellsten Y et al. 2001; Kand'ar R et al.
2006; Marrocco I et al. 2017). Signifikantn¢ zvySené hladiny plasmatického
allantoinu byly nalezeny u pacientl s aktivni revmatoidni artritidou (Grootveld M et
al. 1987) a dnou (Stamp LK et al. 2014) ve srovnani se zdravymi kontrolami. Krom¢
revmatologickych onemocnéni byly zvySené hladiny allantoinu zaznamenany taky u
pacientli s diabetem mellitem 2. typu (Chung WY et al. 2013), chronickym rendlnim
selhanim (Kand'ar R et al. 2006), neonatalni hypoxii (Gus'kov EP et al. 2004) a
dal§imi zanétlivymi onemocnénimi.

Ptestoze je KM vyznamnym antioxidantem v extracelularnim prostiedi, jeji
hladina koreluje a pfedpovida rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni, jejichZ
patogeneze souvisi s pritomnosti oxidativniho stresu. Jednozna¢nd tloha KM v
oxidativnim stresu v organismu nebyla doposud objasnéna, piestoze se jedna o Siroce
diskutované téma (Glantzounis GK et al. 2005). Zda se, ze KM piisobi jako
antioxidant v extracelularnim prosttedi a zaroven jako prooxidant v intracelularnim
prostiedi (Sautin YY et al. 2008). Protektivni antioxidacni efekt KM je popisovan
obzvlast’ v souvislosti s centralnim nervovym systémem a s onemocnénimi jako je
roztrousena skler6za, Parkinsonova choroba ¢i akutni cévni mozkova piihoda.
Zatimco chronicky zvySena hladina KM zvySuje riziko rozvoje cévni mozkové
piithody (Mazza A et al. 2001; Weir CJ et al. 2003), akutni zvySeni miize pusobit
protektivné. V in vitro experimentech se napiiklad ukédzalo, ze KM chrani kultivované
hipokampalni bunky krys pfed oxidativnim stresem. Podani KM 24 hodin pied
arterialni okluzi zmirnuje disledky akutni ischemie (Yu ZF et al. 1998). U lidi bylo
popsano snizené riziko rozvoje Parkinsonovy choroby u jedinci s chronicky
zvySenou hladinou KM (Alonso A et al. 2007; Schlesinger I et al. 2008; Ascherio A
et al. 2009). Bylo také prokéazano, Ze geneticka varianta v ABCG2, Q141K, kterd je
spojena s Casnym rozvojem dny, signifikantné¢ zpozd'uje ndstup Parkinsonovy
choroby (Matsuo H et al. 2015). Naproti tomu vyskyt trvale snizené hladiny KM je
asociovan se zvySenym rizikem vyskytu neurodegenerativnich onemocnéni jako je

roztrousena skler6za (Hooper DC et al. 1998) a schizofrenie (Yao JK et al. 1998).
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3.4 Chronicka dna a tvorba tofa

Chronické dna se rozviji vétSinou po n€kolika letech rekurentnich akutnich
dnavych atak a vede k chronické bolesti kloubli a vzniku tofi. Tofy se skladaji
z variabilniho mnozstvi MSU krystali a jsou obklopeny imunitnimi butikami (CD68+
makrofagy, plasmatickymi buiikami a NETs) a pojivovou tkani obsahujici mensi
mnozstvi T a B lymfocytti (Dalbeth N et al. 2010). Jak prozanétlivy IL-1p, tak
protizadnétlivy TGF-B1 jsou koexprimovany v tofu, coZ naznacuje piitomnost
chronického zanétu a pokusu o jeho odstranéni (Dalbeth N et al. 2010).

Pocet makrofagi, které produkuji IL-1B, koreluje s formaci tofli, coz
naznacuje Ulohu tohoto cytokinu pii tvorbé tofu. Toto tvrzeni je konzistentni
s centralni roli IL-1p pfi tvorbé granulomti pti dalSich onemocnénich (revmatoidni
artritida, tuberkul6za). Net6za se mize spolupodilet na tvorbé tofu prostiednictvim
organizace krystall MSU, vytvofeni krystalického centra a tlumeni zanétlivé
odpovédi (Schauer C et al. 2014).

U chronické dny miizeme pomoci zobrazovacich metod pozorovat eroze kosti
a chrupavek (Chhana A et al. 2014). Tofy se podileji na rozvoji kostnich erozi a
poskozeni kloubil (Dalbeth N et al. 2009). Bylo pozorovano, Ze na rozhrani tofi a
kosti jsou depozita MSU krystalli obklopena bunkami ptfipominajicimi osteoklasty,
coz naznacuje jejich tlohu v tomto procesu (Dalbeth N et al. 2008). MSU krystaly
nestimuluji formaci osteoklastti piimo, ale mizou aktivovat osteoklastogenezi pies
naruseni poméru receptort RANKL (ligand pro receptor aktivujici jaderny faktor kB)
a osteoprotegerinu v osteoblastech (Dalbeth N et al. 2008; Choe JY etal. 2011). Navic
T bunky exprimujici RANKL jsou pfitomny v tofu, coz naznaCuje alternativni
mechanismus osteoklastogeneze (Lee SJ et al. 2011). MSU krystaly také zhorSuji
zivotnost, funkci a diferenciaci osteoblastll v primdrnich kulturach (Chhana A et al.
2011; Allaeys I et al. 2013) a osteoblasty se vyskytuji ziidka na rozhrani tofu a kosti
(Schweyer S et al. 2000). Exprese metaloproteindz jako odpovéd na MSU krystaly
v tofu se miiZe také podilet na poskozeni kostni hmoty u tof6zni dny (Hasselbacher P

et al. 1981; Schweyer S et al. 2000).
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3.5 Klinicky pribéh dny

Prvni manifestaci dny byva typicky epizoda akutni dnavé ataky postihujici
vétSinou klouby dolni koncetiny. Nejcastéji se jedna o artritidu, avSak tendinitida ¢i
bursitida mohou byt také pfitomny. Ptiblizn€ u poloviny pacientii postihuje prvni
akutni zanétliva ataka prvni metatarzofalangealni kloub (podagra). Mezi dalsi bézné
lokality patii nart, kotnik a kolenni kloub.

Akutni dnavd ataka miva obvykle stereotypni vzorec s dramatickym
nastupem s maximalni bolesti béhem 24 hodin po vzniku a postupnym odeznénim
zanétlivé odpovédi do 1-2 tydni (Bellamy N et al. 1987). Epizody dnavé ataky
typicky zacinaji béhem noci (Choi HK et al. 2015). Bolest je velmi silna a spojena
s otokem kloubu, proteplenim a omezenym rozsahem pohybli. Mlze byt pfitomno
také zarudnuti nad kloubem. U pacientl s t€Zkym kloubnim postizenim se mohou
manifestovat také systémové ptiznaky jako teplota. Akutni dnava ataka typicky sama
odezni a pacienti zlistavaji v mezidobi kompletné¢ asymptomaticti. Jako interkriticka
perioda se oznacuje obdobi mezi dvémi akutnimi atakami. Pokud se pacienti neléci,
dnavé ataky se objevuji Castéji, postihuji vice kloubii, véetné kloubt na hornich
koncetinach. U pokrocilé dny se miize vyskytovat také postizeni patete.

Pti dlouhodobé ptitomnosti chronické hyperurikémie mize dojit k rozvoji
chronické dnavé artritidy, ktera je charakterizovana ptitomnosti tofi. Tofy se mohou
vyskytovat v mékkych tkanich (usni boltec, kofenovy kloub palce nohy, ulnarni okra;j
piedlokti, lokty, okoli drobnych ru¢nich kloubi, Achilovy Slachy). V kostech mohou
byt tofy piitomné v subchondralni kosti a mohou byt prikazné na rentgenovém
snimku. Muze dojit k rozvoji destruktivni artropatie ¢i také k provaleni tofi na povrch
a k sekundérni infekci.

K manifestaci chronické dnavé artritidy a vzniku tofii dochazi u pacientti bez
lécby ptiblizné po deseti letech od prvni prezentace dny, 1 kdyz existuje velka
variabilita v obdobi jejich vzniku. U né€kterych pacienti miZze byt dokonce chronicka
dnava artritida prvni manifestaci onemocnéni, u jinych nikdy nedojde k rozvoji tofh
navzdory trvale vysoké S-KM a opakujicim se akutnim dnavym atakam. Pacienti
s chronickym onemocnénim ledvin maji vétsi pravdépodobnost vzniku tofi v ¢asné

fazi onemocnéni.
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V diferencidlni diagnostice dnav¢ artritidy je na prvnim misté nutné myslet na
moznost septické artritidy, dale na nemoc z ukladani krystali kalcium

pyrofosfat dihydratu ¢i reaktivni nebo psoriatickou artritidu.

3.6 Lécba dny

Hlavnim cilem v terapii dny je nepfitomnost dnavych atak a tofii. Trvalé
snizeni S-KM pod hodnotu krystalizace KM vede k rozpusténi toft.

Doporuceni Evropské ligy proti revmatismu (EULAR) a Americké
revmatologické spolecnosti (ACR) stanovilo jako terapeuticky cil hodnoty S-KM
niz$i nez 360 pmol/I. U pacienti s téZkou tof6zni dnou pak pod 300 pmol/l (Loeb JN
1972; Khanna D et al. 2012; Richette P et al. 2017). Studie, ktera zkoumala vztah
mezi velikosti tofi a a S-KM, popsala snizeni velikosti tofu o 0,53 + 0,59 mm/mésic
u pacientii s primérnou S-KM mezi 360-420 pmol/l, 0,77 £ 0,41 mm/mésic u
pacientl s primérnou S-KM 300-360 pmol/1, 0,99 + 0,50 mm/mésic u pacientli s S-
KM 240-300 umol/l a 1,52 + 0,67 mm/mésic u pacientti s primeérnou S-KM pod 240
umol/l. Navic, byl popsan linearni vztah mezi priimérnou S-KM a rychlosti redukce
tofu (r = -0,62; r* = 0,48; p < 0,05) (Perez-Ruiz F et al. 2002). Na druhé strané viak
stoji mozna potencialni rizika spojena s dlouhodobé snizenou S-KM. V observacnich
studiich byla nizk4 hladina S-KM asociovana se Spatnou progndzou pacientii s akutni
ischemickou mozkovou piithodou (Wu H et al. 2014), sniz§i kostni denzitou
(Nabipour I et al. 2011), s horSimi kognitivnimi funkcemi (Molshatzki N et al. 2015),
s Parkinsonovou chorobou (Shen L et al. 2013), ztratou funkce ledvin (Kanda E et al.
2015) a s kardiovaskularni mortalitou (Kuo CF et al. 2013). Proto je potfeba dalSich
studii ke stanoveni optimalni cilové hladiny S-KM a délky trvani hypourikemické

lécby.

3.6.1 Lécba akutni dnavé ataky

Cilem 1é€by akutni dnavé ataky je potlaceni zanétlivé odpovédi. Lécba by
meéla byt zahdjena co nejdiive, idedlné do 24 hodin od vzniku symptomi. V terapii se
uplatiiuji tfi typy farmak: nesteroidni antirevmatika (NSA), kolchicin nebo
kortikosteroidy. V neddvné dobé byl popsén taky efekt inhibitoru IL-1, nicméné jeho

S$ir§1 pouzivani je limitovano ptedev§im jeho cenou. Volba farmaka by méla
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reflektovat predev§im komorbidity pacienta a uzivanou medikaci. Pokud je ataka
siln€j$i a/nebo s postizenim vice kloubti, kombinace NSA a kolchicinu, eventualné
kortikosteroidli a kolchicinu mtize byt pouzita. Z nefarmakologickych intervenci se

doporucuje lokalni kryoterapie (Schlesinger N et al. 2002).

3.6.2 Hypourikemicka lé¢ba

Zakladni léCebnou strategii je snizeni chronické hladiny S-KM.
Hypourikemicka 1é¢ba je indikovana u pacientti s diagnézou dny. V soucasnosti neni
doporuCovéana léCba asymptomatické hyperurikémie. Principidlné se vyuzivaji tii
zpusoby snizeni S-KM: 1) inhibitory xanthinoxidazy (XOR), které zabranuji
produkci KM (purinovy inhibitor allopurinol a nepurinovy inhibitor febuxosat), 2)
urikosurika, ktera normalizuji vylucovani KM selektivni blokddou nékterych
reabsorbCnich urdtovych transportérii (probenecid, benzbromaron, lesinurid) a 3)
rekombinantni urikdza, kterd zplsobuje degradaci KM (peglotikdza) (Obr. 9).
Nicméné v Ceské republice jsou v soucasnosti b&zné dostupné pouze inhibitory

XOR.
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Obr. 9 Mista G¢inku hypourikemik (Upraveno dle Dalbeth et al 2016)
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Inhibitory XOR

XOR katalyzuje oxidaci hypoxanthinu na xanthin a na KM. Purinovy analog
allopurinol byva obvykle Iékem prvni volby pfi indikaci hypourikemické 1éCby.
Allopurinol je metabolizovan aldehydoxiddzou (AO, EC 1.2.3.1) nebo XOR na
aktivni metabolit oxypurinol. Obé¢ latky, allopurinol i oxypurinol, inhibuji XOR a tim
redukuji produkci KM. Oxypurinol je vSak zodpovédny za vétSinu terapeutického
efektu vzhledem k jeho delsimu polocCasu a siln€jsi vazbé na redukovanou formu
XOR.

Existuje pomérné velka variabilita v odpovedi jednotlivych pacientii na terapii
allopurinolem. Nedostate¢ny efekt léku mtze byt dan jednak non-compliance
pacienti, ale také rozdily v aktivit¢ enzymi: XOR, eventudln¢ AO. Byly
identifikovany funk¢ni varianty v XOR na podkladé SNP. Napiiklad SNP p.I703V a
p.-HI1221R jsou asociovany s dvojndsobnou aktivitou XOR (Kudo M et al. 2008).
Aktivitu enzymu mohou ovliviiovat nejen genetické varianty, ale také dalsi vlivy
jako ve€k, pohlavi, koufeni a strava. Byla popsana zvySena aktivita XOR v jaternich
biopsiich u pacienti s dnavou artritidou ve srovnani se zdravymi kontrolami, coz
naznacuje 1 moznost up-regulace enzymu (Carcassi A et al. 1969). XOR existuje
nejméng ve tfech hlavnich forméach, jako dehydrogendza (XDH) a dvé formy oxidazy.
Vsechny formy mohou produkovat urat, nicméné za normoxemickych podminek je
vétSina uratu produkovana XDH.

Kromé¢ variabilni aktivity XOR ¢i AO, enzymu podilejicich se na vzniku
aktivniho metabolitu oxypurinolu, byla popséna také mozna asociace nesynonymni
alelické varianty p.Q141K v uratovém transportéru ABCG2 se Spatnou odpoveédi
pacientil na terapii allopurinolem (Wen CC et al. 2015). Pfesny mechanismus této
asociace neni znamy. Bylo prokadzano, ze ABCG2 funguje jako efluxni pumpa pro
allopurinol i jeho aktivni metabolit oxypurinol (Roberts RL et al. 2017; Wallace MC
et al. 2018). In vitro experiment s bunécnou linii HEK 293 transfekovanou variantou
p-Q141K vykazoval poskozenou funkci transportniho proteinu ABCG2 vedouci
k nitrobunéénému nahromadéni allopurinolu a oxypurinolu. Spekuluje se tedy, ze
varianta p.Q141K vede ke snizené odpovédi na allopurinol prostiednictvim zvySené
koncentrace allopurinolu a oxypurinolu v rendlnich tubularnich buiikéch a snizené

koncentraci v tubularni tekutin€ a tudiz k redukci inhibice KM (Wen CC et al. 2015).
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4 HYPOTEZY A CILE PRACE

Préce je rozde€lena na dve Casti. Prvni ¢ast prace se zabyva zménou hladiny S-
KM behem systémového zanétu. Druhd cast prace je zaméfend na studium vlivu
alelickych variant v genu uratového transportéru 4BCG2 na rozvoj hyperurikémie a

dny.

4.1. Vztah zanétu a S-KM

Hypotézy

H1: Potlaceni zanétlivé aktivity u pacientll se systémovym zanétlivym
onemocnénim (revmatoidni artritidou, ankylozujici spondylitidou, juvenilni
idiopatickou artritidou, psoriatickou artritidou) vede k narastu S-KM.

H2: Prozéanétlivé cytokiny a/nebo biomarker oxidativniho stresu allantoin se

podileji na poklesu KM béhem systémové zanétlivé odpovedi.

Cile prace

Oziejmit, zda existuje vztah mezi systémovou zanétlivou odpoveédi a S-KM.
Jako modelovou skupinu pro studium vlivu systémového zadnétu na urikémii zvolime
pacienty s aktivnim revmatickym zanétlivym onemocnénim: revmatoidni artritidou
(RA), ankylozujici spondylitidou (AS), psoriatickou artritidou (PsA) a juvenilni
idiopatickou artritidou (JIA), zahajujici biologickou lécbu selektivnimi TNFi.
Budeme dokumentovat, zda po zahdjeni specifické terapie TNFi a potlaceni
systémové zanétlivé odpoveédi dochéazi k nartstu hladiny KM a zda je tato zména
asociovana se zménou hladin prozanétlivych cytokini a markeru oxidativniho stresu

— allantoinu.

4.2 Vliv alelickych variant v genu ABCG2 na rozvoj dny/hyperurikémie
Hypotéza

H3: Ve skupiné€ pacientli s primarni dnou a hyperurikémii je vyssi vyskyt
alelickych variant v genu ABCG2, které se vyznamné podileji na rozvoji

dny/hyperurikémie a jsou asociovany s Casnym nastupem onemocnéni, rodinnym
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vyskytem a nedostateCnou odpovédi na terapii inhibitorem xanthinoxidazy -

allopurinolem.

Cile prace
Analyzovat alelické varianty v genu ABCG2 u pacientli s primarni dnou a
popsat jejich vliv na ¢asny ndstup onemocnéni, rodinny vyskyt a jejich vztah

k odpovédi na 1é¢bu inhibitorem XOR allopurinolem.
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S METODIKA
5.1 Vztah zanétu a S-KM

Studijni populace

Do studie bylo celkem zatfazeno 128 pacientt s klinicky i laboratorné vysoce
aktivnim systémovym zanétlivym onemocnénim (44 pacientt s RA, 45 s AS, 23
s PsA a 16 s JIA), ktefi zahajovali terapii TNFia méli vstupni hodnotu C-reaktivniho
proteinu (CRP) nad 10 mg/1. Pacienti byli IéCeni v Revmatologickém ustavu mezi lety
2008-2017. Pro analyzu byla pouZita klinické data a zmrazené vzorky plasmy a séra.
Data a klinické vzorky byly uchovavany vramci projektu ATTRA, coZ je
multicentricky systém pro hodnoceni pribehu a vysledkli biologické 1é€by vSech
pacientli s RA, AS, PsA a JIA. Projekt ATTRA byl schvélen Etickou komisi Fakultni
nemocnice Hradec Kralové (No. 201611 S300).

Dodatecné jsme u malé kohorty 10 pacientl (8 s RA 2 s PsA) ziskali vzorky
moc¢i a séra pro studium souvislosti mezi zménou S-KM a mocovou exkreci kyseliny
mocové. Tito pacienti byli vybrani podle vySe uvedenych kritérii a podepsali
informovany souhlas schvaleny Etickou komisi Revmatologického ustavu v Praze

(no. 10113/2016).

Zpracovani vzorku a biochemické analyzy

Vzorky plazmy a séra byly separovany do 60 minut od odbéru a ihned
zmrazeny na teplotu -80°C, pii které byly uchovavany az do provedeni
biochemickych analyz. VSechny analyty byly méfeny v séru pied zahdjenim terapie
TNFi a 3 mésice po zahdjeni terapie, s vyjimkou allantoinu, ktery byl stanoven
v plazmé. Sérova hladina CRP, kreatininu, KM a mocova hladina KM byly stanoveny
v rutinni biochemické laboratofi Revmatologického ustavu za pouziti standartnich
detekénich systémil (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

Pro vypocet FeKM byl vyuzit nasledujici vzorec: (KM v mo¢i/KM v séru) x

(kreatinin v séru/kreatinin v mo¢i) x 100.

Stanoveni prozanétlivych cytokint
Prozanétlivé cytokiny (MCP-1, IFN-02, IFN-y, I1-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70, IL-17a, IL-18, IL-23, IL-33 a TNFa) byly méfeny pomoci pratokového
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cytometru metodou Bead Array (LEGENDplex™, BioLegend, San Diego, CA,
USA).

Stanoveni hladiny allantoinu

Plasmaticka hladina allantoinu byla méfena pomoci hmotnostniho
spektrometru (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Pii ptipravé vzorka se
pouzivalo 300 ul 100% acetonitrilu a 100 pl plazmy. Pro statistickou analyzu jsme
pouzili pomér mezi hodnotami allantoinu ptfed zahajenim terapie a 3 mésice po
zahajeni terapie. V podstudii hodnotici hladinu allantoinu u pacientd s dnavou
artritidou byl allantoin stanoveny v séru metodou UHPLC-HILIC-MS/MS (ultra-
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hydrofilni interakéni chromatografii a
tandemovou spektrometrii) s nové upravenym protokolem u pacient. Byly pouzité
nasledujici chemikalie: acetonitril, voda, kyselina mravenci, kyselina octova, octan
amonny a srandard allantoinu (Cistota > 98%), vSechny byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA). Interni standard (IS) allantoin-13C2, 15N4
(Cistota > 99.6%) byly potizeny od Clearsynth Labs (Mumbai, Indie).

Pted analyzou byly vzorky séra deproteinizované acetonitrilem. 60 pl 100%
acentonitrilu (obsahujici IS v koncentraci 1,33 pmol) bylo pfidano k 20 pl séra (Obr.
10). Deproteinizace byla provedena vortexovanim smeési po dobu 15 sekund. Poté
byly vzorky séra centrifugovany 16500xg po dobu 6 min. Pro samotnou analyzu bylo
pouzito 50 pl supernatantu. K méteni byl pouzit UHPLC system Agilent 1290 s Triple
Quad 6460 hmotnostnim spektrometrem (Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko). Byly pouzity BEH (Ethylene Bridged Hybrid) amidové kolony. Mobilni
fazi tvotil acetonitril a 0,1% kyselina mraven¢i. Pritokova rychlost byla nastavena na
0,3 ml/min a objem nasttiku byl 2 pl. Teplota kolon byla nastavena na 30 °C, vzorky
byly udrZzovany na teploté¢ 5°. Pfesné nastaveni spektrometru a mod méteni jsou

shrnuty v publikaci (Kozlik P et al. 2020).
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Obr. 10 Grafické schéma stanoveni allantoinu

Statistické analyzy

Data jsou uvedena jako primér se smerodatnou odchylkou (SD) nebo jako
median a mezikvartilové rozpéti (IQR). Median byl pouzit pro vétSinu laboratornich
parametrq, jejichz distribuce byla posunuta doleva. Zakladni charakteristiky mezi
skupinami byly porovnany pouzitim ANOVA a Kruskal-Wallisova testu pro
kontinualni proménné a Fischerova exaktniho testu pro kategorické proménné. Pro
vyhodnoceni zmén mezi vstupnim méfenim a méfenim po 3 meésicich byl pouzit
jednovybérovy Wilcoxontiv test. P-hodnoty pro analyzu zmén v koncentracich
cytokinii byly korigovany pro mnohonasobné testovani za pouziti Benjamini-
Hochbergovy metody. Pro zjisténi vztahu mezi zménou KM (AKM) a riznymi
demografickymi a laboratornimi parametry byla nejdiive provedena
jednorozmérnaanalyza a nasledné byly vytvotfeny linarni regresni modely k oziejméni
asociace mezi zakladnimi charakteristikami pacientii (pohlavi, diagnoza, vék, BMI a
vaha) a zménami v laboratornich parametrech. VétSina laboratornich parametra
vyZzadovala logaritmickou transformaci. Statistickd signifikance byla nastavena na

hodnotu 0,05. VSechny analyzy byly provedeny ve statistickém jazyce R, verze 3.5.0.

5.2 Vliv alelickych variant v genu ABCG2 na rozvoj dny/hyperurikémie

Studijni populace

Hlavni kohorta zahrnovala 145 pacientt s dnavou artritidou, ktefi byli 1é€eni
v Revmatologickém ustavu v Praze. Kontrolni skupina se skladala ze 115 jedinct s
normalni hladinou S-KM. Dnavou artritidu jsme diagnostikovali na zéklad¢ kritérii

Americké revmatologické asociace z roku 1977 (Wallace SL et al. 1977). Pacienti se
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sekundéarni dnou, nadprodukci KM anebo jinym purinovym metabolickym defektem
byli vytazeni. Vzorky pacientll byly sbirdny v prabé¢hu uzivani hypourikemické
terapie inhibitory XOR (allopurinol/febuxostat) a 72 hodin po vysazeni anebo pied
zahajenim terapie. VSichni pacienti podepsali pfed vstupem do studie informovany
souhlas zahrnujici odbér vzorki, skladovani biologického materidlu a genetické
testovani. Projekt byl schvalen etickou komisi Revmatologického ustavu v Praze

(n0.6181/2015).

Laboratorni analyzy

Biochemické analyty byly méfeny v rutinni biochemické laboratofi
Revmatologického ustavu za pouziti standartnich detekénich systéml (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA). Purinové metabolity: hypoxanthin, xanthin a oxypurinol
v moéi byly stanoveny pomoci vysoce G¢inné kapalinové chromatografie na Ustavu
dédicnym metabolickych poruch 1.LF UK a VFN (Waters, Milford, MA, USA), jak
bylo dfive popsano (Stiburkova B et al. 2012).

PCR amplifikace ABCG2 a sekvencni analyza

Genomicka DNA byla extrahovana z plné krve z EDTA za pouziti QIAmp
DNA Mini Kitu (Qiagen, GmbH., Hilden, Némecko). VSechny protein kodujici
exony (2-16) byly amplifikovany za pouziti PCR a za pouziti PCR DNA fragment
extrakéniho kitu (Genaid, New Taipei City, Taiwan). DNA sekvenovani bylo
provedeno pomoci DNA sekvenatoru (Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer;
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). Genotypovani alelickych variant
v kontrolni skupiné pacientd bylo provedeno pomoci PCR specifickych primert.
Predikce potencidlniho dopadu nesynonymnich variant na funkci proteinu byla
odhadnuta podle prediktivnich softwart: PolyPhen, Provean, Mutation Taster, SIFT,
Human Splicing Finder a MutPred.

Statistické analyzy

Data jsou uvedena jako primér se SD nebo jako median a IQR. Lineéarni a
logistické regresni modely byly pouZity k analyze asociace alelickych variant se S-
KM a spfitomnosti dny ¢i normourikémie. Porovnani mezi skupinami podle

pfitomnosti/nepfitomnosti  alelickych variant bylo stanoveno za pouZiti
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dvouvybérového Studentova t-testu, Wilcoxonova testu, chi-kvadrat testu ¢i
Fischerova exaktniho testu.

K posouzeni odpovédi pacientli na terapii allopurinolem jsme rozdélili
kohortu podle definice respondérti dle publikace Roberts et al. (Roberts RL et al.
2017). Jako pacienti s dobrou odpovédi na lécbu byli oznaceni ti, kteti dosahli
hodnoty S-KM < 357 pmol/l s davkou allopurinolu < 300 mg. Jako pacienti
s nedostatecnou odpovédi byli vybrani pacienti s hladinou KM na 1é¢b¢ vyssi nez 357
pmol pii davee allopurinolu nad 300 mg. Rozdily ve frekvenci alely rs2231142 mezi
dobrymi a nedostateCnymi respondéry byly analyzovany pomoci Fischerova
exaktniho testu a logistického regresniho modelu. VSechny analyzy byly provdeny ve

statistickém jazyce R, verze 3.2.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vztah zanétu a S-KM

Studijni populace
Zakladni vstupni charakteristika pacientt je shrnuta v Tab. 1.
Celkem RA AS PsA JIA p—
N 128 44 45 23 16 hodnota
Zeny n (%) 57(44%) |33(75%) |7(16%) |6(26%)  [11(69%) |<0,001
Vek (roky) Mean (SD) 43,9(14,5) |56,4(10,4) [35,4(9.8) |46,7(12,1) [30,0(8,5) |<0,001
Viha (kg) Mean (SD) 742 (15,1) |73,6(154) [73,5(16,2) |81,3(11,4) [67,7(12,8) |0,0436
2
g\IM:I élo()g/ ™) Mean (SD) 26,4(48) (266054 (26547 (26445 (25340 [0,9936
CRP (mg/l) Median [IQR] 31,2[26,7] |22,5[22,4] [40,6[23,9] |23,4[21,6] |44,8[22,5] |<0,001*
DAS28-CRP Mean (SD) n.a. 5,98 (0,85) 5,19(1,18) [6,14(0,82) (0,003
(n=77)#
BASDAI # Mean (SD) n.a. 6,22 (2,13) n.a.
Doprovodné o o o o o
alukokortikoidy |” % 33(75,0%) |6(133%) |6(26,1%) |8(50,0%) |<0,001
gg‘:"“’d“e n (%) 11(25,0%) |30 (66,7 %) [12(52,2%) |10 (62,5 %) |<0,001
Doprovodné
COX-2 n (%) 245%) (2(@4%) |0(0%) 1(63%) 0,738
inhibitory
TNFi Etanerceptn (%) |23 (18,0%) [15(34,1%) |5(11,1%) |1 (43%) |2(12,5%)
Adalimumab n (%) |42 (32,8 %) [13(29,5%) |17 (37.8%) |9 (39,1 %) |3 (18,8 %)
Infliximabn (%) |43 (33,6 %) [10(22,7%) [19(422%) [6(26,1%) [8(50%) || 03e
Golimumabn (%) |18 (14,0 %) |6 (13,6%) |4(89%) |5(21,7%) |3 (18,8%)
Certolizumab o o o o o
pegol n (%) 2(1,6%) |0(0%) 0 (0 %) 28,7%) |0(0%)

Tab. 1 Zakladni charakteristika kohorty 1 (n = 128)

# DAS28-CRP neni stanovovano u pacientii s AS, BASDAI je pouzivan pouze u pacientii s AS.
n.a. = not applicable (neaplikovano)
* p-hodnota za pouziti Kruskal-Wallis ANOVA

Pokud neni uvedeno jinak, pro analyzu rozdili mezi skupinami byl pouzit Fisherv exaktni test.

AKM

S-KM byla signifikantné niZsi u naSich pacientii pfed zahdjenim terapie TNFi
(279,5 [84,0] umol/l) ve srovnani s odbérem po 3 mésicich terapie (299,0 [102,0]
umol/l, p <0.0001). Rozdil vyjadifeny v medianu byl 19,0 [56,6] pmol/1.
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Ostatni laboratorni parametry

Po 3 mésicich 1écby TNFi doslo k poklesu n¢kolika laboratornich parametrt,
konkrétné: CRP (31,2 [26,7] vs. 2,3 [4,2] mg/l, p < 0,0001), IL-6 (62,0 [143,5] vs.
13,3 [24,7] pg/ml, p <0,0001), IL-8 (82,9 [101,0] vs. 57,2 [62,5] pg/ml, p =0,0117)
a MCP-1 (962,6 [528,5] vs. 878,7 [457,2] pg/ml, p = 0,0016). Sérova hladina

kreatininu vzrostla ve srovnani se vstupni hodnotou (68,0 umol/l [21,0] vs. 73,0

[19,0] mg/l, p < 0,0001). Vysledky jsou shrnuty v Tab. 2.

Pi'ed zahajenim

3 mésice po

zahajeni terapie

Rozdil mezi

hodnotou pied a

terapie TNFi TNFi po zahajeni terapie
Analyt Median [IQR] Median [IQR] Median [IQR] p-hodnota*
S-KM, pumol/1 279,5 [84,0] 299,0 [102,0] -19,0 [56,8] < 0,0001
Serovy CRP, mg/I 31,2 [26,7] 2,3 [4,2] 27,0 [26,4] < 0,0001
Serovy kreatinin, pmol/l 68,0 [21,0] 73,0 [19,0] -3,0[9,0] <0,0001
IFN-a2, pg/ml, n =93 101,4 [222,3] 103,3 [184,8] 5,4 [78,9] 0,3469
IFN-y, pg/ml, n =72 83,6 [354,5] 67,7[208,8] 9,9 [123,7] 0,0830
IL-10, pg/ml, n= 95 5,2 [8,9] 5,1[6,8] 0,3 [6,5] 0,3469
IL-12p70, pg/ml, n =98 2,2 [3,9] 2,6 [3,4] -0,1[2,6] 0,7129
IL-17a, pg/ml, n = 82 40,1 [55,3] 32,7 [54,7] -0,2 [31,2] 0,5032
IL-18, pg/ml, n =95 112,6 [177,8] 112,8 [219,7] 5,5[108,5] 0,4627
IL-1B, pg/ml, n = 100 31,0 [60,1] 30,6 [47,0] 2,6 [30,5] 0,3469
IL-23, pg/ml, n= 100 53,41108,4] 36,4 [79,7] -0,5[48,5] 0,4083
IL-33, pg/ml, n =99 32,5[1101,3] 29,4 [87,1] 0,8 [40,8] 0,3782
IL-6, pg/ml, n =99 62,0[143,5] 13,3 [24,7] 45,3 [140,1] < 0,0001
IL-8, pg/ml, n =99 82,9 [101,0] 57,2 [62,5] 10,8 [76,6] 0,0117
MCP-1,n= 101 962,6 [528,5] 878,7[457,2] 119,8 [344,9] 0,0016
TNF-a, pg/ml, n =95 16,8 [35,8] 18,4 [27,7] 0,7 [18,9] 0,3469
FeUA,n=10 6,9 [5,4] 6,2 [3,8] 0,03 [4,5] 0,9219
Allantoin, n = 99 -6,0 [255] **

Tab. 2 Laboratorni parametry vstupné a po 3 mésicich terapie TNFi

* Wilcoxoniv jednovybérovy test byl pouzit k porovnani rozdili mezi parovymi méfenimi. V explorativni analyze

zmén interleukini byly p-hodnoty ziskané z Wilcoxonova testu korigovany pro mnohonasobné testovani za pouziti

Benjamini-Hochbergovy korekce.

** Pro statistickou analyzu byl pouzit pomér mezi vstupni hodnotou a hodnotou po 3 mésicich 1é¢by TNFi (1,030

[0,8455]).

## DAS28-CRP se nepouziva pro pacienty s AS, BASDALI je pouzivan pouze pro pacienty s AS.
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Vztah mezi AKM a ostatnimi parametry

Regresni analyza ukazala, ze AKM byla vice vyjadiena u muzi (32,5 umol/l
[55,5]) nez u Zen (6 pumol/1[56,0]) (Obr. 11). Zadny dalsi vstupni parametr (diagnoza,
vék, BMI, vaha) nemél vliv na AKM pii pouziti jednorozmérné analyzy, ani v modelu
spolu s pohlavim. V jednorozmérném a vicerozmérném regresnim modelu zména
v CRP, prozanétlivych cytokinech, allantoinu nebo udévaném uzivani NSA ¢i

glukokortikoidd neovlivitovala AKM (Obr. 12).

Obr. 11 AKM v zavislosti na pohlavi a diagnoze

A) AKM podle jednotlivych diagnéz

A Diagnéza B RA B3 AS E3 PsA B3 JIA
200
=
5]
g 07
S |
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B) AKM podle diagnozy a pohlavi
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Diagnodza

Poznamka: AKM byla vypoctena jako rozdil vstupni hodnoty KM a hodnoty po 3 mésicich 1é¢by, tudiz negativni

AKM predstavuje nartst hladiny KM jako odpovéd na terapii TNFi.
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Obr. 12 Korela¢ni diagramy AKM (logaritmicky transformované) se zménou CRP a

dalSimi vybranymi prozanétlivymi cytokiny

Vztah mezi A KM a zménou FeKM

V kohorté 2 (10 pacientii: 4 muzi a 6 Zen; 8 pacienti s RA a 2 s PsA) byla
hladina KM signifikantn¢ niz$i vstupn¢ ve srovnani s hladinou po 3 mésicich 1écby
TNFi (267,5 [133,3] vs. (342,5 [147,3] umol/L, p = 0,0059). Nepozorovali jsme vSak

zadny rozdil ve FeKM pted zahajenim a 3 mésice po zahajeni terapie.

Vysledky této prace byly publikovany v Casopise Rheumatology

International, plny text ¢lanku je ptilozen v ptiloze.

6.2 Allantoin jako biomarker oxidativniho stresu u pacientii s dnou a

jeho vztah k zavaZnosti choroby

Jak jiz bylo zminéno vyse, allantoin je biomarker oxidativniho stresu a jeho

zvySend hladina byla popsana u pacientil s fadou chorob, naptiklad u diabetu mellitu
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(Chung WY et al. 2013), cystické fibrozy (Dickerhof N et al. 2017) a také u dny
(Stamp LK et al. 2014). Rutinni méfeni allantoinu je komplikovano jeho nizkou
koncentraci v biologickych vzorcich, vysokou polaritou a nedostatkem chromoforu
pro UV detekci. Ve spolupraci s kolegy z prirodovédecké fakulty jsme optimalizovali
novy protokol UHPLC-HILIC-MS/MS metody (ultra-vysokoué¢innd kapalinova

chromatografie s hydrofilni interak¢éni chromatografii a tandemovou spektrometrii).

Cil prace
Zm¢étit allantoin jako biomarker oxidativniho stresu u pacientli s dnou pomoci
nové UHLPC-HILIC-MS/MS metody a zjistit, zda je hladina allantoinu vys$si u

pacientll se zavézngjsi formou choroby (tof6zni dna).

Metodika

Pouzili jsme vzorky séra 10 pacientl s chronickou tof6zni dnou, 10 pacienti
s chronickou dnou bez tofii (pacienti vdobé odbéru neuzivali Zzadnou
hypourikemickou lécbu) a 10 zdravych kontrol. Kromé allantoinu jsme zmétili CRP,
kreatinin a hladinu KM. K porovnani mezi skupinami jsme pouzili jednosmérnou
ANOVU s Tukey post-hoc testem ¢i Kruskal-Wallistv test. K méteni allantoinu byla
pouzita UHLPC-HILIC-MS/MS metoda, jak je podrobné¢ popsano v kapitole
metodika.

Vysledky

Median allantoinu v séru byl signifikantn¢ vysSi u pacient s chronickou
tofézni dnou ve srovnani s pacienty s dnou bez toft (4,2 (1,4) vs. 3,0 uM (0,8), p =
0,02). Hladina allantoinu u zdravych kontrol byla signifikantné niz$i v porovnani
s obéma skupinami pacient s dnou (0,5 (0,1) vs. 4,2 (1,4), p <0,0001, 0,5 (0,1) vs.
3,2 (0,8), p < 0,0001) (Obr. 13). Signifikantni zmény jsme pozorovali také pii

hodnoceni poméru allantoin/KM.
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Obr. 13 Hladiny allantoinu u pacientd s tofézni dnou, s dnou bez tofi a zdravych

kontrol (byla pouZita jednocestnd ANOVA a Tukey's post hoc test)

Nezaznamenali jsme vyznamné rozdily ve v€ku pacientii, BMI, vaze, KM ¢i

24 .

kreatininu mezi jednotlivymi skupinami. CRP bylo mirné vyssi u pacienti s tofozni

dnou ve srovnani se zdravymi kontrolami (4,0 [6,8] vs. 1,4 [1,5], p=0,04),

nepozorovali jsme signifikantni rozdil mezi CRP u pacientii s tofy a s dnou bez tofa

(4,0 [6,8] vs. 3,0 [6,3], p=0,56) (Tab. 3).

Chronicka Chronicka dna
tofozni dna bez tofi Zdravé kontroly |p-hodnota
N 10 10 10

Muz n (%) 9 (90 %) 10 (100 %) 10 (100 %)
VEK (roky) Pramér (SD)  [57,5(13,0) 57,2 (10,1) 52,5(9,2) 0,52
Vaha (kg) Pramér (SD)  [86,8 (19,5) 96,5 (15,4) 85,6 (12,5) 0,27
BMI (kg/m?) Pramér (SD) (28,9 (5,7) 30,1 (4,2) 27,5(3.,2) 0,44
CRP (mg/l) Median [IQR] (4,0 [6,8] 3,0[6,3] 1,4[1,5] 0,02%*
Sérovy kreatinin (umol/l) | Median [IQR] |79,5 [27,8] 82,5 [28,5] 87,5 [14,5] 0,71%*
S-KM (pmol/l) Primér (SD)  [406,1 (124,7) 4449 (60,6) 362,9 (35,1) 0,10
Serovy allantoin (uM) Pramér (SD) (4,2 (1,4) 3,0(0,8) 0,5 (0,1) <0,0001
Allantoin/KM pomér Pramér (SD)  [0,0112 (0,0049) {0,0069 (0,0023) |0,0015 (0,0004) <0,0001

Tab. 3 Demograficka a laboratorni data pacientli

(Pokud neni uvedeno jinak, je pouzita jednocestna ANOVA, * Kruskal-Wallistv test

Pilotni data byla prezentovana formou ustni prezentace na evropském

revmatologickém kongresu (EULAR) a metodika k této studii byla publikovana v

Casopise Analytical Biochemistry, plny text ¢lanku je pfiloZen v ptiloze.
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6.3 Vliv alelickych variant v genu ABCG2 na rozvoj dny/hyperurikémie

Studijni populace

Hlavni demografické a biochemické charakteristiky pacientd jsou shrnuty
v Tab. 4. V nasi kohorté, slozené ze 145 pacientl s priméarni dnou, mélo celkem 48
pacientti (33 %) pozitivni rodinou anamnézu dny, z toho 30 pacienti mélo
prvostupiiového ptibuzného s dnou, 8 pacientii druhostupnového piibuzného a u 10

pacientll nebyly k dispozici konkrétnéjsi informace o stupni ptibuzenstva.

Charakteristika N (%)
Pohlavi

Muzi 131 (90,3)

Zeny 14 (9,7)
Rodinny vyskyt 48 (33,1)

Prvostupiiovy pfibuzny 30 (20,7)

Druhostupiiovy ptibuzny 8 (5,5)

BliZe nespecifikovano 10 (6,9)
Lécba allopurinolem 116 (80,0)
Lécba febuxostatem 14 (9,7)
Ptitomnost a!espc?n jedné 71 (49.0)
nesynonymni varianty

Prumér (SD) Rozmezi
Veék, roky 55,5 (13,5) 14-90
Vek nastupu onemocnéni 44,7 (14,9) 13-84
S-KM na 1é¢b¢, pmol/l
(n=134, M/Z: 123/11) 377,0 (98,1) 163-725
S-KM bez 1écby, pmol/l
(n=90, M/Z: 79/11) 441,7 (94,3) 245-683
FeKM na 1écbe, pmol/l
(n=134, M/Z: 123/11) 3,75 (1,86) 0,90-11,76
FeKM bez lécby, pmol/l
(n=87, M/Z: 76/11) 3,92 (1,50) 0,75-11,27
BM], kg/m? (n=114) 29,5 (4,8) 19,5-43,4
eGFR, ml/min (n=134) 86,5 (20,9) 22,9-127,9
Plasmaticky oxypurinol,
umol/l (n=06) 70,5 (48,3) 4,3-270,4
Median (IQR) Rozmezi

Davka terapie (=130, M/Z:
118/12 300 (100) 0-900

Tab. 4 Hlavni demografické, biochemické a genetické charakteristiky pacientl

(n=145)

*Davka febuxostatu byla prepocitana tak, ze 40 mg febuxostatu = 300 mg allopurinolu.

Sekven¢ni analyza ABCG2
Ve studované kohorté¢ jsme v genu ABCG?2 identifikovali 18 intronovych a 11

exonovych alelickych variant (Tab 4). V pfipad¢ varianty c.689 + 1 G>A, ktera byla

nalezena u pacienta stézkym dnavym fenotypem, byly identifikovany dvé
51



abnormalni sestfihové varianty ABCG2: r.[532 689del] delece exonu 6 a r.
[532 689del; 944 949del], delece exonu 6 a prvnich 6 parti bazi exonu 9. Jak bylo
publikovano dfive, tyto delece vedou k posunu cteciho ramce a k zafazeni
pfedcasného stop kodonu, k chybné lokalizaci signdlu ABCG2 na plasmatické
membrang a nulové transportni aktivité pro KM v bunkach HEK293 (Stiburkova B
et al. 2016).

Z identifikovanych exonovych variant bylo 9 nesynonymnich: 2 bézné
p-VI2M (1s2231137), p.Q141K (rs2231142) a 7 vzacnych: p.R147W (rs372192400),
p-T153M (1s753759474), p.F373C (1s752626614), p.T434M (rs769734146),
p.S476P (neurceno), p.D620N (rs34783571) a tii bazova delece p.K360del
(rs750972998). Heterozygotni varianta p.V12M byla detekovana u sedmi pacientd.
Heterozygotni varianty p.R147W, p.T153M, p.F373C, p.T434M, p.K360del a
p.S476P byly nalezeny jedenkrat a varianta p.D620N dvakrat. In silico, vSech sedm
alelickych variant s nezndmou nebo vzacnou frekvenci minoritni alely (MAF, t.j. <
0,01) bylo odhadnuto jako pravdépodobné patologickych. Varianta p.Q141K byla
pritomna se signifikantné¢ vysSi frekvenci minoritni alely (MAF = 0,23; 55
heterozygotii/6 homozygoti) v nasi kohorté¢ Ceskych pacientii ve srovnani
s evropskou populaci (MAF = 0,09) a s celosvétovou populaci (MAF =0,12). Celkem
71 pacientil (49,0 %) mélo nejméné jednu z vySe uvedenych deviti nesynonymnich
variant. Z toho 11 pacientii mélo dv€é nesynonymni varianty: Sest mélo dvé kopie
p-Q141K, pét meélo jednu kopii p.Q141K a jednu rozdilnou variantu. V nasi kohort¢
se nevyskytoval pacient se tifemi nebo vice kopiemi nesynonymnich variant.
Vysledky jsou shrnuty v Tab. 5. Pozice identifikovanych nesynonymnich variant
v modelu ABGG?2 proteinu jsou znadzornény na Obr. 14.

Frekvence alely rs2231142 (p.Q141K) v populaci pacientd s dnou byla téméf
ttikrat vyssi ve srovndni se zdravymi kontrolami (23% vs 8%, odds ratio (OR) = 3,26,

95% CI: 1,96, 5,36, p < 0,0001).
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Frekvence Frekvence

Referencni Vyskyt alely ve alely v
oznaceni Zaména heterozygotivhomozygoti | studované evropské
polymorfismu | aminokyseliny | ve studovaném souboru m souboru populaci
2231137 p-VI12M 7/0 0,02 0,06
rs2231142 p-Q141K 55/6 0,23 0,09
1s372192400 p-R147W 1/0 0,003 0,0001
1s753759474 p-T153M 1/0 0,003 N/A
rs750972998 p-K360del 1/0 0,003 0,007
15752626614 p-F373C 1/0 0,003 N/A
15769734146 p-T434M 1/0 0,003 N/A
N/A p-S476P 1/0 0,003 N/A
rs34783571 p-D620N 2/0 0,007 0,004
N/A r.[532 689del],

r. [532_689del; 1/0 0,003 N/A

944 949del]

Tab. 5 Nesynonymni sekvencni polymorfismy nalezené v kddujicich oblastech genu

ABCG2 u souboru 145 pacientli s primarni dnou
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Obr. 14 Pozice identifikovanych alelickych variant v topologickém modelu ABGG2
transportéru (Stiburkova B et al. 2017)

Asociace mezi alelickymi variantami v ABCG2 a odpovédi na allopurinol

V nasi kohorté pacientli bylo 42 jedinci (29 %) s dobrou odpovédi na
allopurinol a 9 jedinct (6 %) se Spatnou odpovedi. Zbytek kohorty (94 pacientti, 65
%) mélo bud’ vyssi hladinu KM s niz$i davkou allopurinolu (50 pacientll) nebo nizsi
hladinu KM pfi 1écbé vysSsimi davkami allopurinolu (9 pacientit). U 35 pacientd
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chybéla data ke genotypu, dadvce allopurinolu nebo hladiné S-KM nebo méli jiny typ

hypourikemické 1écby nez allopurinol. Charakteristika pacientli s dobrou a $patnou

odpovédi na allopurinol je uvedena v Tab. 6.

Pacienti s dobrou

Pacienti se Spatnou odpovédi

Parametr odpovédi (n =42) n=9) P-hodnota?*
Rodinny vyskyt, n (%) 9(21,4) 3(33,3) 1,0000°
Vek, pramér (rozmezi), roky 61,0 (25-90) 64,3 (50-74) 0,4333
Muzi, n (%) 36 (85,7) 9 (100) 0,5749°
BMI, primér (SD), kg/m? 28,4 (4,5) 33,0 (4,0) 0,0245
eGFR, primér (SD), ml/min 87,1 (18,2) 72,0 (12,0) 0,0214
S-KM, pramér (SD), umol/Il 300,3 (47,0) 421,8 (76,6) < 0,0001
Divka allopurinolu, pramér 233,3 (100-300) 588.,9 (400-800) <0,0001
(rozmezi), mg/den
Oxypurinol v plazmé, prameér
(SD). mol/l 76,7 (45,2) 90,4 (29,6) 0,4178
S-KM, bez 1Cby, primér (SD), 405,3 (64.8) 439,1 (86,4) 0,2654
umol/Il
rs2231142

GG, N (relativni frekvence) 29 (0,69) 5(0,56) 0,4589°

GT, N (relativni frekvence) 13 (0,34) 4 (0,44)

TT, N (relativni frekvence) 0 (0,00) 0 (0,00)

MAF, N (relativni frekvence) 13 (0,15) 4(0,22) 0,4589°
Nesynonymni alelické varianty

Z4adna, N (relativni frekvence) 28 (0,67) 3(0,33) 0,1289°

Nejméné jedna, N (relativni
frekvence) 14 (0,33) 6 (0,67)
Asociace ABCG2 SNP rs2231142 s odpovédi na allopurinol u pacientt s dnou/hyperurikémii P-hodnota
Neadjustovano OR (95% CI) 1,78 (0,41, 7,75) 0,4395
égjustovana na vék, BMI (95% 2,97 (035, 25.06) 0.3168
Adjustovano na GFR (95% CI) 1,54 (0,32, 7,29) 0,5894
Adjustovano na S-KM (95% CI) 2,86 (0,49, 16,64) 0,2415
Asociace jakékoliv identifikované nesynonymni varianty v ABCG2 s odpovédi na allopurinol P-hodnota
u pacienttl s dnou/hyperurikémii
Neadjustovano OR (95% CI) | 4,00 (0,87, 18,42) 0,0752

Tab. 6 Zakladni charakteristika, frekvence rs2231142 a asociace ve vztahu k odpovédi na

allopurinol mezi pacienty s dnavou artritidou

a Pokud neni uvedeno jinak, tak pacienti s dobrou vs $patnou odpovédi na 1é¢bu jsou porovnani za pouziti

parového t-testu.

b Pacienti s dobrou vs $patnou odpovédi na 1é€bu jsou porovnani za pouziti Fischerova exaktniho testu.

eGFR: odhadovana glomerularni filtrace; G: guanin; GFR: glomerularni filtrace; MAF: frekvence minoritni

alely; T: thymin, SD smérodatna odchylka.
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Frekvence minoritni alely rs2231142 byla numericky vyssi u pacientti, ktefi
odpovidali dobfe na allopurinol ve srovnani s pacienty se slabou odpovédi (OR =
1,78, 95 % CL 0,41, 7,75; p = 0,440), nicméné¢ vysledky nebyly statisticky
signifikantni. Adjustace na pohlavi, BMI, odhadovanou glomerularni filtraci a S-KM
bez terapie nezménila vysledky, ackoliv Siroky konfiden¢ni interval znaci, ze vzorek
byl prili§ maly.

Pfitomnost nesynonymnich alelickych variant byla dvakrat vyssi u pacientti
se Spatnou odpovédi na allopurinol (6 z 9, 67 %) ve srovnani s pacienty s dobrou
odpovédi (14 ze 42, 33%; OR = 4,00, 95% CI: 0,87, 18,42, p = 0,075). Vysledek
nebyl statisticky signifikantni, nicméné v piipadé vétSiho vzorku pacienti by
potencialné mohl byt. Trend naznacuje spiSe nedostatecnost velikosti souboru nez

negativni hypotézu.

Asociace mezi alelickymi variantami v ABCG?2 a vékem nastupu dny

V nasi kohorté pacientli byl primérny vék nastupu dny 44,9 let. U sedmi z
osmi pacientl (88%) s velmi ¢asnym nastupem dny (mezi 10 a 20 rokem) jsme nalezli
nesynonymni alelickou variantu v ABCG2. Z toho p.Q141K byla pfitomna v Sesti
piipadech. Ve skupiné pacientii s Casnym ndstupem onemocnéni (mezi 21-30 lety),
nesynonymni alelické varianty byly detekovany u 12 z 21 pacientl (57 %). Na druhé
stran¢ vékového spektra, u pacientli s nastupem onemocnéni po 61 roku véku, byl
vyskyt nesynonymnich alelickych variant v ABCG2 genu nizky (6 pacientti z 20; 30
%). Vysledky poukazuji na posun vyskytu nesynonymnich alelickych variant do
mladsich vé€kovych skupin (y2-test pro proporce, p = 0,010). Median véku nastupu
onemocnéni u pacientli s nesynonymnimi variantami v ABCG2 byl 42 let, kdezto u
pacientii bez nesynonymnich alelickych variant 48 let (p = 0,014). V modelu, ktery
zohlediiuje pocet kopii nesynonymnich alel, byl median véku ndstupu onemocnéni
31 let (linearni regresni model: B = — 4,9, coz znaci posun o 4,9 let do mladSich
vékovych skupin s dalsi kopii nesynonymni alely; p = 0,013).

Co se tyce rodinného vyskytu onemocnéni, tak u pacientd s nesynonymni
alelickou variantou byl rodinny vyskyt onemocnéni ve 29 ze 71 piipadi (40,8 %),
zatimco pacienti bez nesynonymnich alelickych variant méli rodinny vyskyt

onemocnéni v 19 ze 74 ptipadl (25,7 %). Asociace byla hrani¢né signifikantni
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(OR =1,96, 95 % CI: 0,97, 3,96, p = 0,053). Vztah mezi rodinnym vyskytem, vékem

a alelickymi variantami je ukazan na Obr. 15.
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Obr. 15 Rodinny vyskyt, vékové rozloZeni a alelické varianty v genu ABCG2

(A) Histogram véku vyskytu dny mezi pacienty s a bez

nesynonymnich alelickych

variant. (B) Krabicovy graf ndstupu dny u pacientll s nesynonymnimi alelickymi

variantami a bez. (C) Proporce pacientli s a bez nesynonymnich alelickych variant

podle véku rozdéleného na dekady. (D) Proporce pacientil s a bez nesynonymnich

alelickych variant u pacientii s rodinnou anamnézou dny a bez rodinné anamnézy

(Stiburkova B et al. 2017).
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Asociace alely p.V12M a dny: meta-analyza

V nasi kohort¢ se alela p.V12M vyskytovala v niz§im zastoupeni v porovnani
s evropskou populaci (frekvence 0,02 vs 0,06, p = 0,036). Ve spolupraci s kolegy
z Nového Zélandu a Polynésie prob¢hla analyza vztahu p.V12M a asociace s dnou u
kohorty pacienti z Nového Zélandu a dale metaanalyza dalSich studii Tu et. al. (Tu
HP et al. 2014) a Zhou et. al. (Zhou D et al. 2014) (Obr. 16). Jak u polynéské populace
(OR = 0,76, p = 0,005) tak u pacientt z britské biobanky (OR = 0,81, p = 0,02) byl
zaznamenan protektivni efekt na vyskyt dny. Meta-analyza za pouZiti publikovanych

dat ukézala silny protektivni efekt pV12M (OR = 0,73, p < 0,0001).

Population Coefficient Std Error OR 95%-Cl W(fixed)
Taiwan Han (Tu et al.) -0.288  0.1208 —— 0.750 [0.592;0.950] 13.9%
Taiwan Aboriginal (Tu et al.) -0.304  0.0837 - 0.738 [0.626;0.870] 29.0%
Chinese Han (Zhou et al.) -0.599  0.1282 —=%—, 0.549 [0.427;0.706]) 12.4%
Polynesian (rs4148153) -0.274  0.0977 —— 0.761 [0.628;0.921] 21.3%
UK Biobank -0.217  0.0933 - 0.805 [0.670; 0.966] 23.4%
Overall (95% Cl) < 0.732 [0.670; 0.800] 100%
Heterogeneity: Q=6.3, df=4, p=0.181 :

Test for overall effect: p<0.0001 ¢

[ 1

0.5 1 2
Beta Value

Obr. 16 Meta-analyza p.V12M a jeji asociace s dnou

Vysledky této prace byly publikovany v ¢asopise Rheumatology (Oxford),

plny text ¢lanku je ptilozen v piiloze.

6.4 Vyuziti genetické analyzy v klinické praxi

V klinické praxi se ukazuje, Ze u pacientl s tézkym pribéhem dny ¢i
rezistenci na 1é€bu je potencidlné piinosné provést vySetfeni metabolismu purinil a
genetickou analyzu ABCG2 genu.

Vyuziti mizeme demonstrovat na piikladu 4lletého pacienta s tézkou
chronickou tofézni dnou a pozitivni rodinou anamnézou. VSech osm bratrl pacienta
se 1é¢ilo s onemocnénim ledvin a matka pacienta zemiela v 55 letech na komplikace
pyelonefritidy. Nas pacient mé¢l prvni epizodu akutni podagry ve 13 letech, déle se u
néj opakovaly dnavé ataky s postizenim riznych kloubii. Ve 22 letech se u pacienta
rozvinula nefrolitidza. V 29 letech probéhlo detailni vySetfeni purinového

metabolismu. Byla zachycena signifikantni hyperurikémie (601 pmol/l) a zvySeny
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mocovy hypoxanthin (116,3 mmol/mol kreatininu, referencni hodnota do 30,0
mmol/mol kreatininu). Enzymova aktivita HPRT v lyzovanych erytrocytech byla 0,0
nmol/mgHb/h (ref. rozmezi: 80-140 nmol/l mgHb/h) a vySetfeni intaktnich
erytrocytti ukdzalo 45% rezidualni aktivitu HPRT (provedeno v Purine Research
Laboratory, UMDS, London University, Dr. H.A. Simmonds) (Simmonds HA DJ,
Davies PM et al. 1991). Pacient byl 1éen alopurinolem od svych 13 let v riznych
davkach (Obr. 17).
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Obr. 17 S-KM (umol/I) a davka (mg) u pacienta s parcidlnim deficitem HPRT
v letech 2004-2016

Navzdory 1é¢bé plnou davkou allopurinolu, dlouhodoba hladina KM nebyla
optimaln¢ kontrolovana a u pacienta doslo k rozvoji tof6zniho postizeni. Opakované
bylo ovéfeno, zda pacient allopurinol skuteéné uziva métenim hladiny xanthinu,
oxypurinolu a mocového xanthinu.

Recentné jsme u pacienta provedli molekuldrné genetickou analyzu, ktera
potvrdila parcidlni deficit HPRT. Byla identifikovédna nesynonymni alelicka varianta
c.481G>T (p.A161S, rs137852484), ktera byla diive popsana u pacienta s parcialnim
deficitem HPRT a dnou (#300323) (Davidson BL et al. 1989; Gibbs RA et al. 1989;
Jinnah HA et al. 2000). K zjiSténi pfiiny rozvoje t€zké tofozni dny u pacienta
dlouhodobé léceného vysokymi hladinami allopurinolu jsme provedli PCR
amplifikaci a sekvec¢ni analyzu vSech exonil a exon/intronovych rozmezi ABCG2

genu. Identifikovali jsme 5 intronovych variant a heterozygotni alelickou variantu
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c.421CNA spojenou se signifikatnté snizenou odpovedi na allopurinol (p.Q141K,

rs2231142) (Obr. 18).
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Obr. 18 Chromatogram, demonstrujici ¢ast sekvence HPRTI a ABCG2 genu

Jsou ukazany alelické varianty p.A167S (c.481G>T) v genu HPRTI a alelicka

varianta p.Q141K (c.421CNA) v genu ABCG?2 u pacienta s parcialni deficienci

HPRT.

U naSeho pacienta s tézkou tofozni dnou s Casnym nastupem a Spatnou

odpovédi na terapii allopurinolem se jedna o soubéh nadprodukce KM a snizené

sekrece, coz bylo ziejmeé zodpoveédné za tézky klinicky fenotyp.

Vysledky této prace byly publikovany v ¢asopise Clinica Chimica Acta, plny

text ¢lanku je ptilozen v piiloze.
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7 DISKUZE
7.1 Vztah zanétu a S-KM (H1 a H2)

V prvni ¢asti naSi prace jsme se zabyvali aktudlni hladinou S-KM pfti
systémovém zanétu. Prokdzali jsme, ze S-KM nartstd po potlaceni systémové
zanétlivé odpovédi pomoci terapie TNFi. Nase data koresponduji s pfedchozi praci
Waldren et al., kteti demonstrovali, ze S-KM klesa pfi systémové zanétlivé odpoveédi
indukované u pacientii bez dny po ortopedické operaci (Waldron JL et al. 2013). Dalsi
prace zase poukazala pokles S-KM po podani rekombinantniho IL-6 pacientim s
refrakterni trombocytopenii (Tsutani H et al. 2000). Ukazuje se, Ze systémovy zanét
a/nebo uréité prozanétlivé cytokiny maji vliv na S-KM u pacientti s dnavou artritidou
stejné tak jako s jinym zanétlivym onemocnénim. Piesny mechanismus vSak zistava
neobjasnény. Urano a kol. (Urano W et al. 2002) popsali u pacientli s dnavou atakou
korelaci mezi narastem CRP a IL-6 a nartistem mocové exkrece KM, vyjadiené
pomoci FeKM béhem akutni dnavé ataky. V nasi praci jsme analyzovali vztah mezi
CRP a 13 prozanétlivymi cytokiny u pacientli se systémovym revmatologickym
onemocnénim, av§ak nepozorovali jsme Zadnou vyznamnou asociaci mezi zménou
S-KM a vysetfovanymi cytokiny ¢i hladinou CRP. Na malém vzorku pacientii jsme
métili FeKM, kterd se vyznamné nemeénila u pacientt léCenych TNFi. AvsSak
vzhledem k nizkému poctu pacientii (n =10) v této kohorté nemiizeme vyvozovat z
této subanalyzy jednoznacné zavery.

Nasi alternativni hypotézou, vysvétlujici mozny pokles S-KM béhem
systémového zanétu, byla zvysena produkce ROS béhem zanétu vedouci k oxidaci S-
KM na allantoin (Kaur H et al. 1990). U pacientii s Wilsonovou chorobou, vrozenym
defektem v metabolismu médi, charakterizovaném defektnim zabudovanim médi do
ceruloplasminu a zvySenou hladinou oxidac¢niho stresu, byla hladina S-KM vyrazné
snizena, pficemZ hladina allantoinu byla zvySend. Autofi navrhli degradaci S-KM na
volné kyslikové radikaly jako mechanismus zodpovédny za tento fenomén (Ogihara
H et al. 1995). Na poli revmatologie byly signifikantné zvySené plasmatické hladiny
allantoinu v porovnani se zdravymi kontrolami nalezeny jak u pacientl s revmatoidni
artritidou (Grootveld M et al. 1987), tak u pacientli s dnou (Stamp LK et al. 2014). V
nasi praci jsme méfili allantoin, jakoZzto stabilni biomarker oxidativniho stresu, avSak

nenalezli jsme Zadnou korelaci mezi zménou allantoinu a zménou S-KM ¢i dal$imi
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analyzovanymi parametry. Pfekvapivé jsme pozorovali vyraznéj$i zménu S-KM u
muzl nez u zen. Toto pozorovani se nezda byt ovlivnéno diagnézou (vice muzi ve
skupiné pacientl s AS a PsA), BMI nebo obecné vyssi hladinou S-KM u muzii podle
statistickych analyz. Mizeme spekulovat, ze pohlavni hormony mohou hrat roli ve
zmén¢ hladiny S-KM u pacient se systémovym zanétem. Nepozorovali jsme rozdily
ve AS-KM v zavislosti na véku.

V souladu s piedchozimi studiemi jsme zaznamenali signifikantni zménu v
hladin¢ CRP, IL-6, IL-8 a MCP-1 po zahdjeni terapie TNFi. (Lembo S et al. 2014;
Walters HM et al. 2016).

Nase prace méla nékolik limitaci. Za prvé jsme jako modelovou skupinu pro
pacienty s dnou studovali pacienty s jinymi revmatologickymi zanétlivymi
onemocnénimi. Patofyziologie nami studovanych chronickych autoimunitnich
onemocnéni se 1i8i ve srovnani s akutni dnavou atakou. Za druhé, rozdily mezi
uzivanim nesteroidnich antirevmatik (NSA) pfed zahdjenim a tfi mésice po zahéjeni
terapie TNF1 mohly ¢aste¢né ovlivnit nase vysledky, protoze NSA jsou zndma pro
sviyj urikosuricky efekt (Daskalopoulou SS et al. 2005). Nicméné¢, analyzovali jsme
dotaznikové udaje vypInéné pacienty ohledn¢ uzivani NSA a nenalezli jsme zadny
vztah mezi uzivinim NSA a zménou S-KM. Nemuizeme ale zcela vyloucit
podhodnoceni uzivani NSA v pacientskych dotaznicich. Uzivani glukokortikoidii by
také mohlo potenicaln¢ ovlivnit hladinu S-KM (Riccardi C et al. 2002; Schlesinger N
2014). VétSina naSich pacienti méla vSak stabilni davku na zacatku sledovani a po 3
meésicich. Po adjustaci na pohlavi jsme nepozorovali statisticky signifikantni efekt
glukokortikoidli na S-KM. Za teti, nehodnotili jsme stravovaci navyky pacientii ve
studii. Miizeme spekulovat, Ze béhem aktivity choroby maji pacienti celkové snizeny
piijem potravy a/nebo rozdilné sloZeni potravy. Bylo dokumentovéano sniZzeni S-KM
pii hladovéni, bez signifikantni zmény télesné hmotnosti (Akanji AO et al. 2000).
Déle jsme nehodnotili intestinalni vylu¢ovani KM, které je zodpovédné za tietinu
celkové exkrece uratu (Sorensen LB 1965; Abramson RG et al. 1976), vzhledem ke
komplikovanému sbéru vzorki.

Nase prace ma i fadu silnych stranek. Zahrnuli jsme do studie velkou kohortu
pacientll s vysoce aktivnim zanétlivym revmatologickym onemocnénim, ktefi

zahajovali protizanétlivou terapii s cilenym mechanismem ucinku. Dodrzeli jsme
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shodné nacasovani odbért a sbéru vzorkd, ve kterych jsme zmétili velké mnozstvi
analytti, které mohly ovlivnit zménu S-KM b&éhem zanétu.

Prokazali jsme, ze potlaceni systémového zanétu TNFi u pacientii se
systémovym revmatologickym onemocnénim vede k signifikantnimu vzestupu S-
KM. Zadny z analyzovanych prozanétlivych cytokinii ani biomarker oxidativniho

stresu allantoin se nezda byt zodpovédny za tento fenomén.

7.2 Allantoin jako biomarker oxidativniho stresu u pacienti s dnou a jeho
vztah k zavaznosti choroby

V pilotni studii na malém vzorku pacientli jsme pozorovali signifikantné vyssi
hladiny sérového allantoinu u pacientd s vice pokrocilou dnou vyjadienou tofy ve
srovnani s chronickou dnou bez tofii. Ve srovnani zvySeny v obou skupindch ve
srovnani se zdravymi kontrolami. Jiz diive byla pozorovéna asociace mezi tofy a
zvySenou mortalitou u pacientl se dnou, pievazné zptusobenou kardiovaskularnimi
pfi¢inam. Vzhledem k tomu, Ze allantoin je biomarker oxidativniho stresu, mizeme
predpokladat, ze vyssi hladina oxidativniho stresu se mize podilet na zvySeném
kardiovaskularnim riziku a mortalité u pacientli se dnou (vice vyjadiené u pacientl

Vv v

s t€z§81 formou onemocnéni).

7.3 Vliv alelickych variant v genu ABCG2 na rozvoj dny/hyperurikémie
(H3)

V druhé césti prace jsme se zabyvali chronickou hladinou KM a jejim
vztahem k alelickym variantdm v genu ABCG2 ve skupiné pacientli s chronickou
dnavou artritidou. Z nasi prace vyplyva, Ze vyskyt nesynonymnich alelickych variant
v genu ABCG?2 je signifikantné vyssi ve skuping pacientli s dnou ve srovnani s béZznou
populaci. Casny nastup onemocnéni je asociovany s piftomnosti nesynonymnich
alelickych variant v ABCG2 transportéru.

ABGG?2 transportér se sklada ze Sesti transmembranovych domén. Zadna
z ndmi identifikovanych variant se nevyskytuje v transmembranové Casti. Varianta
p.V12M, lokalizovand v kratké, flexibilni N-terminalni doméné, byla v nasi kohorté
zastoupena s nizsi frekvenci minoritni alely (MAF = 0,02) ve srovnani s evropskou
populaci (MAF = 0,06). Signifikantni asociace mezi p.V12M a dnou byla popsana

v riznych odlisnych etnickych skupinach, naptiklad u Thajwancti (Tu HP et al. 2014)
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a Cinskych Chanii (Zhou D et al. 2014). Tato data jsme rozsitili v metaanalyze
riznych popula¢nich skupin. Metaanalyza prokazala protektivni efekt varianty
p.-VI12M.

V nasi kohorté, byla varianta p.Q141K pfitomna se signifikantné vyssi
alelickou frekvenci ve srovnani s normourikemickymi kontrolami (23 % vs 8%,
p<0,0001) a s vyssi frekvenci nez v evropské populaci (9%, p<0,0001). Varianta
p.Q141K je lokalizovana v nukleotidy vazajici doméné, coz je nejvice konzervovana
oblast v ABC proteinu (v misté vazby a §tépeni ATP). Prevalence této varianty je 1-
5 % v africké, 9 % v kavkazské a 30 % v asijské populaci (Woodward OM et al.
2009). Nase vysledky potvrzuji, Ze alterace v ABCG2 genu jsou béznou piicinou
hyperurikémie.

I kdyZ jsme neprokézali statisticky signifikantni asociaci mezi p.Q141K a
zvySenym rizikem slabé odpovédi na allopurinol, smér relativniho rizika (OR) této
analyzy podporuje hypotézu, Ze dysfunkéni varianta p.Q141K miiZe byt asociovana
se Spatnou odpovédi na terapii allopurinolem u pacientti s dnou. Tuto spekulaci dale
podporuje ndlez zvySené¢ho vyskytu vSech identifikovanych alelickych variant mezi
pacienty s nedostatecnou odpovedi.

Podle tady praci maji dysfunk¢éni varianty v ABCG2 silny vliv na rozvoj
hyperurikémie. Naptiklad prace japonskych autort (n=5005) konstatovala vysoky
podil popula¢niho atributivniho rizika (PAR%) pro hyperurikémii pro dysfunkéni
varianty v ABCG2 (29,2%). Jedna se mnohem vys$8i PAR% neZ u ostatnich typickych
environmentalnich rizikovych faktort jako je nadvaha/obezita (BMI > 25, PAR%
18,7%), nadmérny piijem alkoholu [>196 g/tyden (muzi) nebo >98 g/tyden (zeny)
¢istého alkoholu; PAR% 15,4 %] a v&k (= 60 let; PAR% 5,74) (Nakayama A et al.
2014).

Dna se vétSinou vyskytuje mezi ¢tvrtou a Sestou dekddou Zivota. Ve velké
kohortové studii s 23 857 pacienty s dnou z Velké Britanie byl primérny veék ndstupu
dny 61,9 let (SD 14,5) (Rothenbacher D et al. 2011). AvSak pocet pacientli s nastupem
dny v mlad$im véku stoupa (Lopez Lopez CO et al. 2017). Studie zahrnujici 705
Japoncti popsala, Ze 88,2% piipadi s Casnym nastupem dny (dvacet let a mén¢) mélo
dysfunk¢ni varianty v ABCG2 (Matsuo H et al. 2013). NasSe vysledky potvrzuji, ze
bézné 1 vzacné dysfunkéni varianty v ABCG2 jsou signifikantni pfi¢inou familiarniho

a/nebo Casného vyskytu dnu. Vztah mezi ¢asnym nastupem hyperurikémie ¢i dny a
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dysfuknénimi variantami v ABCG2 potvdila dal$i prace s pacienty s nastupem
hyperurikémie ¢i dny pted 18. rokem véku, ve které byly popsany dvé bézné varianty
(p.VI2M, p.Q141K) a tii vzacné (p.K360del, p.T421A, p.T434M). MAF pro
p.Q141K byl 38,7 % ve srovnani s populaci s nastupem onemocnéni v dospélosti
(MAF 21,2 %, p = 0,005) (Stiburkova B et al. 2019). Nase prace ma n¢kolik silnych
stranek. Provedli jsme analyzu vSech exonii v genu ABCG?2 na velké kohorté pacienti
s dnou. Z kohorty jsme vyloucili pacienty se sekundarni hyperurikémii ¢i dnou a
s jinymi metabolickymi poruchami purinového metabolismu. Nase skupina pacientti
je také dikladné klinicky 1 laboratorné charakterizovana. Je tedy mozné hodnotit
vztah genetickych variant s fenotypem onemocnéni a odpovédi na 1é€bu.

Celkové jsme identifikovali 18 intronovych variant (jednu dysfunkéni
sestfihovou variantu), 11 exonovych variant, z nichz 9 bylo nesynonymnich (2 bézné,
7 vzécnych, z nich 1 nova). Vyskyt nesynonymnich alelickych variant byl vyssi ve
skupin€ pacientli s dnou ve srovnani se zdravymi kontrolami, coZ poukazuje na to, Ze
ABCG2 gen by mél byt povazovan za silny bézny rizikovy faktor pro rozvoj dny.
Toto tvrzeni podoporuje signifikantni efekt téchto variant, predevSim vSak varianty

p-Q141K, na ¢asny nastup dny a familiarni vyskyt.
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8 ZAVER A SHRNUTI

Z naSich vysledkt vyplyva, ze se do aktualni hodnoty urikémie promitaji blize
neurc¢ené mechanismy spojené se systémovym zanétem. U pacientd s aktivnim
systémovym revmatologickym onemocnénim (RA, AS, PsA, JIA), tedy i u pacientd
bez dny, dochazi po potlaceni systémové zanétlivé odpovedi k signifikantnimu
narustu S-KM. Zda se, ze prozanétlivé cytokiny ani biomarker oxidativniho stresu
allantoin nejsou zodpoveédné za tento fenomén.

Allantoin se zda byt spolehlivym biomarkerem oxidativniho stresu u pacientii
s dnou. Ve srovnani se zdravymi kontrolami je jeho hladina vy$si u pacientli s dnou
a na nami studovaném souboru pacienti je vys$i u pacientl s tézS$i formou
onemocnéni vyjadienou tofy, cozZ naznacCuje, ze se oxidativni stres mize podilet na
zvySeném kardiovaskularnim riziku a mortalité¢ u pacentl s dnou (vice vyjadiené u
z&aveéznéjsi formy onemocnéni).

Ve druhé c¢asti prace jsme potvrdili, ze chronicka hladina KM je vyznamné
ovlivnéna alelickymi variantami v uratovém sekre¢nim transportéru ABCG?2,
predevsim pak varianta p.Q141K je béznym rizikovym faktorem pro rozvoj dny a je
spojena s ¢asnym nastupem onemocnéni a familiarnim vyskytem.

Genotypovani by mohlo byt do budoucna uzitecnym nastrojem pro
efektivnéjsi vyber terapie jako soucast konceptu personalizované mediciny. Obzvlast
u pacientli s rozvojem onemocnéni v mladsim véku nebo s familiarnim vyskytem dny
by mohla byt znalost alelickych variant v genu ABCG2 dulezita pii volbé
hypourikemického 1éku a diislednéjsSi monitoraci pacienta pii predpokladaném t€zsim

prubéhu onemocnéni.
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SUMMARY

Our results show that some mechanisms associated with systemic
inflammation can influence the serum uric acid level (SUA). SUA increases
significantly after the abrogation of systemic inflammation in patients with active
systemic rheumatological disease (RA, AS, PsA, JIA). Neither pro-inflammatory
cytokines nor allantoin, a biomarker of oxidative stress, are responsible for this
phenomenon.

Allantoin seems to be a reliable biomarker of oxidative stress in patients with
gout. We have observed significantly higher levels of serum allantoin in patients with
gout compared to healthy controls. Higher levels of allantoin were found in patients
with more advanced gout with tophi than in patients with chronic gout without tophi.
We can speculate whether a higher level of oxidative stress may contribute to
increased cardiovascular risk and mortality in patients with gout (and more so in
severe gout).

In the second part of the thesis, we confirmed that allelic variants of the urate
secretory transporter gene ABCG?2 significantly influence the chronicSUA. The
variant p.Q141K is a common risk factor for the development of gout and is
associated with the early onset and familial occurrence of the disease. Genotyping
could be a useful tool in the future for selecting effective treatments as part of

personalized medicine.
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AICF
ABCG2
ACR
ADP
ADHD
aggNETs
AMK
AMP
AMPK
AO
APOBECI1

AS

ATP

BMI
CANTOS

EULAR
FeKM
GCKR
GIT
GMP
GWAS
HILIC
HPRT
CRP
eGFR
IGFIR
IMP
IQR

9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APOBECI1 komplementac¢ni faktor
ATP-binding casette, subfamily G, member 2
Americka spolecnost pro revmatologii
adenosindifosfat

porucha pozornosti s hyperaktivitou
agregované NETs

aminokyselina

adenosinmonofosfat

adenosin monofosfat aktivovana protein kindza
aldehydoxidaza

enzym upravujici mRNA apolipoproteinu B, katalyticky
polypeptid 1

ankylozujici spondylitida

adenositrifosfat

index télesné hmotnosti

Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes
Study

Evropska liga proti revmatismu

frak¢ni exkrece kyseliny mocové
gluk6zokinazovy regulacni protein
gastrointestinalni trakt

guanosinmonofosfat

celogenomové asociaéni studie

hydrofilni interakéni chromatografie
hypoxanthinguaninfosforibosyltransferaza
C-reaktivni protein

odhadovana glomerularni filtrace

inzulinu podobny ristovy faktor 1 receptor
inosinmonofosfat

mezikvartilové rozpéti

kyselina mocova
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AKM
MAF
miRNA
MPO

MS/MS
MSU
NADPH
NBD
NETs
NLPR3
NSA
OR
PAR%
PCR
PRPP
PRPPs
PsA
RANKL
ROL
ROS
RUE
SD
S-KM
SNP
TLR
TNF
TNFi1
UHLPC
XDH
XOR

zména kyseliny mocové
frekvence minoritni alely

mikro RNA

myeloperoxidaza

tandemova hmotnostni spektrometrie

krystaly uratu sodného
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nucleotid binding domain

neutrofil extracellular traps

NOD-like receptor pyrin-containing 3
nesteroidni antirevmatika

odds ratio

podil popula¢niho atributivniho rizika
polymeréazova fetézova reakce
fosforibosylpyrofosfat
fosforibosylpyrofosfatsyntetaza

psoriaticka artritida

ligand pro receptor aktivujici jaderny faktor kB
renalni ptetizeni (renal overload)

reaktivni formy kysliku

renalni hyposekrece (renal underxcretion)
sméerodatna odchylka

sérova hladina kyseliny mocové
jednonukleotidovy polymorfismus

toll like receptors

faktor zptisobujici nekrézu naddort

inhibitory faktoru zptsobujicicho nekrézu nadorii
ultra-vysokouc¢inné kapalinova chromatografie
xanthindehydrogenaza

xanthinoxidoreduktaza
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