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Abstrakt 

V proximálních tubulech ledvin a ve střevě jsou lokalizované proteiny (tzv. urátové 

transportéry), které zajišťují exkreci i reabsorpci kyseliny močové. Polymorfismy v genech 

kódujících tyto proteiny mohou vést k narušení transportní funkce a k rozvoji hyperurikémie a 

dny. Sérová hladina kyseliny močové je však určována i dalšími faktory, mezi něž patří 

příjem exogenních purinů ve stravě, syntéza endogenních purinů a degradace nukleových 

kyselin, ale i určitá onemocnění.  

U 250 pacientů s primární hyperurikémií a dnou jsme Sangerovým sekvenováním 

analyzovali exony a přiléhající intronové oblasti u deseti genů kódujících urátové 

transportéry: ABCG2, ABCC4, SLC2A9, SLC22A12, SLC22A11, SLC22A13, SLC17A1, 

SLC17A3, SLC22A6 a SLC22A8. Možnou souvislost mezi identifikovanými genetickými 

variantami a primární hyperurikémií a dnou jsme posuzovali na základě porovnání alelických 

frekvencí s evropskou populací, podle topologických modelů, podle programů predikujících 

funkční dopad variant a rešerší v odborné literatuře. V úvahu jsme brali i závěry funkčních 

studií zkoumajících dopad nesynonymních variant v genech ABCG2 a SLC2A9. Zaměřili jsme 

se také na vliv současného výskytu více variant asociovaných s hyperurikémií a dnou, dále na 

kombinaci variant asociovaných s hyperurikémií a dnou s variantami snižujícími riziko dny. 

V deseti vyšetřovaných genech jsme identifikovali deset polymorfismů 

pravděpodobně asociovaných s primární hyperurikémií a dnou, které se nacházely v genech 

ABCG2, SLC2A9 a SLC22A8. V genu SLC2A9 se jednalo o synonymní variantu p.L189L, u 

níž zatím není objasněn mechanismus dopadu na funkci proteinu. V genu ABCG2 je 

s hyperurikémií a dnou asociovaná častá nesynonymní varianta p.Q141K, častá intronová 

varianta c.1492+49G>T a vzácné nesynonymní varianty p.R147W, p.T153M, p.F373C, 

p.T434M, p.S467P a p.S572R. V genu SLC22A8 jsme identifikovali variantu p.R149C, která 

by mohla být asociovaná s hyperurikémií. Identifikovali jsme také pět polymorfismů, která 

pravděpodobně snižují riziko dny. Jednalo se o variantu p.V282I v genu SLC2A9 a varianty 

p.V12M, c.203+36A>G, c.1195-60A>T a c.1738-46G>A v genu ABCG2.  

U pacientů se současným výskytem polymorfismů asociovaných s hladinou kyseliny 

močové a dnou jsme zjistili, že při kombinaci variant zvyšujících a snižující riziko dny 

jednoznačně převažuje vliv polymorfismů asociovaných s dnou. Výrazná hyperurikémie a 

pokročilé stádium dny bylo pozorováno u pacientů s některým polymorfismem asociovaným s 

hyperurikémií a dnou v kombinaci s častou variantou p.Q141K, která je dle odborných studií 

spojována s nedostatečnou odpovědí na léčbu urikostatikem alopurinolem. 

 

 

 

   

Klíčová slova: hyperurikémie, dna, urátové transportéry, kyselina močová, ABCG2, SLC2A9, 

SLC22A8 
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Abstract 

There are localised proteins (so-called urate transporters) in the renal proximal tubules 

and in the intestine, which excrete and reabsorb uric acid. Polymorphisms in the genes coding 

these proteins can result in the disruption of the transport function and development of 

hyperuricemia and gout. However the serum level of uric acid is also determined by other 

factors which include the intake of exogenous purines in food, synthesis of endogenous 

purines and degradation of nucleic acids, but also certain conditions.  

In 250 patients with primary hyperuricemia and gout we used Sanger sequencing to 

analyse the exons and adjacent intron regions in ten genes coding urate transporters: ABCG2, 

ABCC4, SLC2A9, SLC22A12, SLC22A11, SLC22A13, SLC17A1, SLC17A3, SLC22A6 and 

SLC22A8. We examined a possible connection between the identified genetic variants and 

primary hyperuricemia and gout based on a comparison of allele frequencies with the 

European population, according to topological models, according to programs predicting the 

functional impacts of variants and searches in specialised literature. We also took into account 

the conclusions of functional studies analysing the impact of nonsynonymous variants in the 

ABCG2 and SLC2A9 genes. We also focused on the effect of the concomitant occurrence of 

several variants associated with hyperuricemia and gout, also on the combination of variants 

associated with hyperuricemia and gout with variants reducing the risk of gout. 

In ten examined genes we identified ten polymorphisms most likely associated with 

primary hyperuricemia and gout found in the ABCG2, SLC2A9 and SLC22A8 genes. In the 

SLC2A9 gene this was the p.L189L synonymous variant, for which the mechanism of the 

impact on the function of the protein is still unclear. In the ABCG2 gene the frequent 

p.Q141K nonsynonymous variant, frequent c.1492+49G>T intron variant and the rare 

p.R147W, p.T153M, p.F373C, p.T434M, p.S467P and p.S572R nonsynonymous variants are 

associated with hyperuricemia. In the SLC22A8 gene we identified the p.R149C variant, 

which could be associated with hyperuricemia. We also identified five polymorphisms, which 

most likely reduce the risk of gout. This was the p.V282I variant in the SLC2A9 gene and the 

p.V12M, c.203+36A>G, c.1195-60A>T and c.1738-46G>A variants in the ABCG2 gene.  

In patients with the concomitant occurrence of polymorphisms associated with the 

level of uric acid and gout we found that the effect of the polymorphisms associated with gout 

prevails in a combination of variants increasing and decreasing the risk of gout. Marked 

hyperuricemia and an advanced stage of gout was observed in patients with some 

polymorphism associated with hyperuricemia and gout in combination with the frequent 

p.Q141K variant, which according to specialised studies is connected with the insufficient 

response to treatment with the uricostatic drug allopurinol. 
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1. Literární úvod 

 

1.1 Kyselina močová 

Kyselina močová je u lidí konečným produktem degradace purinů, k čemuž dochází 

především v játrech, ale také ve střevě a v mléčné žláze (Bobulescu a Moe 2012). Při 

fyziologickém pH je přítomná převážně v podobě urátu monosodného (So a Thorens 2010). 

Naproti tomu v moči, která má pH mezi hodnotami 5 a 6, se vyskytuje převážně ve formě 

kyseliny močové (Wright et al. 2010). Hladina kyseliny močové je určována rovnováhou 

mezi příjmem purinů v potravě (tzv. exogenní puriny), syntézou purinů de novo a degradací 

nukleových kyselin a různých koenzymů (tzv. endogenní puriny) a vylučováním. Kyselina 

močová je z těla vylučována především ledvinami (70 %) a z menší části také střevem (30 %) 

(Bobulescu a Moe 2012). V glomerulu je kyselina močová volně filtrována a k jejímu 

aktivnímu transportu dochází až v proximálních tubulech ledvin, kde jsou lokalizovány 

urátové transportéry. Ty jsou kromě ledvin lokalizovány také ve střevě, kde rovněž 

obstarávají exkreci kyseliny močové (Hosomi et al. 2012). V tlustém střevě je kyselina 

močová z určité částí degradovaná bakteriální mikroflórou až na amoniak a oxid uhličitý (Xu 

et al. 2016). Referenční rozmezí hladiny kyseliny močové v séru je 120 – 340 µmol/l u žen a 

dětí do 15 let, 120 – 420 µmol/l u mužů. 

 

1.2 Hyperurikémie 

Hyperurikémie se rozvíjí nejčastěji z důvodu snížené renální exkrece KM (asi 90 % 

případů) a méně často z důvodu zvýšené produkce KM (asi 10 % případů) (Ragab et al. 

2017). Příčinami primární hyperurikémie je především zvýšený příjem purinů ve stravě a 

snížené vylučování kyseliny močové ledvinami a gastrointestinálním traktem. Hyperurikémie 

se může vyskytnout sekundárně u různých onemocnění z důvodu zvýšené syntézy 

endogenních purinů (Pavelka 2008; Stiburkova et al. 2019). Genetické faktory mohou vést 

také k rozvoji hyperurikémie, patří k nim především varianty v genech kódujících urátové 

transportéry, což je tématem této práce (Stiburkova et al. 2017; Pavelcova et al. 2020). 

Vzácně se mohou vyskytnout mutace v genech kódujících klíčové enzymy purinového 

metabolismu vedoucí k hyperurikémii (Ragab et al. 2017).  

 

1.3 Dna 

Dna (neboli dnavá artritida) je chronické onemocnění, které vzniká na podkladě 

poruchy metabolismu kyseliny močové. Je pro něj charakteristická depozice monosodných 

urátových krystalů v kloubních chrupavkách i dalších tkáních, kde vyvolávají místní 

zánětlivou reakci. Prevalence dny v Evropě je asi 1 až 4 % (Dehlin et al. 2020). Toto 

onemocnění postihuje častěji muže než ženy (4:1) (Svobodová 2016). Prevalence stoupá 

s věkem a u mužů je častější nástup dny v nižším věku v porovnání se ženami, jelikož 

estrogen a progesteron snižují riziko rozvoje onemocnění (Hak et al. 2010; Dehlin et al. 
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2020). V patogenezi dny hraje významnou roli reakce imunitního systému na přítomnost 

krystalů kyseliny močové v kloubních dutinách. Krystaly jsou fagocytovány makrofágy, což 

vede k uvolnění enzymů obsažených v lysozomech a k produkci zánětlivých chemokinů 

(Cronstein a Sunkureddi 2013). Působením prozánětlivého interleukinu 1β dochází k infiltraci 

synoviální tekutiny neutrofily, k dalšímu uvolňování zánětlivých cytokinů a k rozvoji 

akutního zánětlivého procesu (Landis a Haskard 2001; Alberts et al. 2019).  

 

1.4 Genetické faktory v rozvoji hyperurikémie a dny 

Hladina kyseliny močové je podle závěrů různých studií genetickými faktory 

ovlivňována ze 40 až 80 %, podle jedné studie je tato hodnota u evropské populace 60 % 

(Krishnan et al. 2012). K rozvoji dny však nedochází u všech osob s hyperurikémií, takže 

zatím není jasné, jak je to s dědičností tohoto onemocnění, na rozvoji se navíc kromě 

genetických faktorů podílí také vlivy stravy a prostředí (Merriman 2015). Zatím bylo 

provedeno pouze omezené množství studií a podle závěrů jedné práce, která zkoumala 514 

párů mužských monozygotických a dizygotických dvojčat, je fenotyp dny určen především 

vlivy prostředí (Krishnan et al. 2012). 

Jedna genomová asociační studie (GWAS, genome-wide association study) 

zahrnovala data od více než 140 000 jedinců evropského původu a autoři v ní identifikovali 

28 významných lokusů asociovaných se zvýšenou hladinou kyseliny močové (Köttgen et al. 

2013). Byly mezi nimi i lokusy zahrnující geny kódují urátové transportéry, konkrétně 

ABCG2, SLC2A9, SLC17A3, SLC22A11 a SLC22A12. Dvě jiné studie identifikovaly další 

lokusy nacházející se v genech kódujících urátové transportéry, a to v ABCG2, SLC2A9, 

SLC22A11, SLC22A12 a SLC17A1 (Nakayama et al. 2017) (Yang et al. 2010). Opakovaně 

byly potvrzeny významné lokusy v genech ABCG2 a SLC2A9 (Vitart et al. 2008; Köttgen et 

al. 2013; Matsuo et al. 2016; Kawamura et al. 2019). Kromě genů kódujících urátové 

transportéry se lokusy významné z hlediska hyperurikémie a dny nacházejí i v mnoha jiných 

genech, jejichž produkty nejsou přímo zapojené přímo do transportu kyseliny močové.  

 

1.5 Urátové transportéry 

Urát nemůže přestupovat přes buněčné membrány samostatně, k transportu jsou 

zapotřebí speciální proteiny, tzv. urátové transportéry (Nigam a Bhatnagar 2018). Tyto 

proteiny významně ovlivňují hladinu kyseliny močové v těle. Urátové transportéry jsou 

exprimovány především v proximálních tubulech ledvin a ve střevě. Nacházejí se však i v 

dalších orgánech, kde chrání buňky před cytotoxickým působením kyseliny močové. Proteiny 

urátových transportérů lze rozdělit do dvou velkých rodin: ABC transportéry a SLC 

transportéry (Nigam et al. 2015).   
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Tabulka 1.1 - Urátové transportéry a jejich geny 

 

Urátový 

transportér 

Označení 

proteinu 

(identifikace 

podle UniProt) 

Označení genu 

(identifikace podle 

Ensembl) 

Lokus Exprese 

proteinu 

Molekulová 

hmotnost 

Broad substrate 

specificity ATP-

binding cassette 

transporter ABCG2; 

ATP-binding cassette 

sub-family G 

member 2 

ABCG2 

(Q9UNQ0) 

ABCG2 

(ENSG00000118777) 
4q22.1 

ledviny, 

placenta, 

střevo, játra, 

mozek a další 

tkáně 

72 314 Da 

Multidrug resistance-

associated protein 4; 

ATP-binding cassette 

sub-family C 

member 4 

MRP4 

(O15439) 

ABCC4 

(ENSG00000125257) 
13q32.1 

prostata, 

vejcovody, 

mozek, 

ledviny a další 

tkáně 

149 527 Da 

Solute carrier family 

2, facilitated glucose 

transporter member 

9; Glucose 

transporter type 9 

GLUT9 

(Q9NRM0) 

SLC2A9 

(ENSG00000109667) 
4p16.1 

ledviny, játra, 

placenta, 

plíce, 

chrupavka a 

další tkáně 

58 702 Da 

Solute carrier family 

22 member 12; Urate 

transporter 1 

URAT1 

(Q96S37) 

SLC22A12 

(ENSG00000197891) 
11q13 ledviny 59 630 Da 

Solute carrier family 

22 member 6; 

Organic anion 

transporter 1 

OAT1 

(Q4U2R8) 

SLC22A6 

(ENSG00000197901) 
11q12.3 

především 

ledviny, dále 

játra, mozek, 

placenta, 

kosterní 

svalovina 

61 816 Da 

Solute carrier family 

22 member 8; 

Organic anion 

transporter 3 

OAT3 

(Q8TCC7) 

SLC22A8 

(ENSG00000149452) 
11q12.3 ledviny, srdce 59 856 Da 

Solute carrier family 

22 member 11; 

Organic anion 

transporter 4 

OAT4 

(Q9NSA0) 

SLC22A11 

(ENSG00000168065) 
11q13.1 

ledviny, 

placenta 
59 972 Da 

Solute carrier family 

22 member 13; 

Organic anion 

transporter 10 

OAT10 

(Q9Y226) 

SLC22A13 

(ENSG00000172940) 
3p22.2 

především 

ledviny, 

mozek, střevo, 

srdce, v malé 

míře i v 

dalších 

tkáních 

60 862 Da 
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Sodium-dependent 

phosphate transport 

protein 1; Solute 

carrier family 17 

member 1 

NPT1  

(Q14916) 

SLC17A1 

(ENSG00000124568) 
6p22.2 

ledviny, játra, 

mozek 
51 132 Da 

Sodium-dependent 

phosphate transport 

protein 4; Solute 

carrier family 17 

member 3 

NPT4  

(O00476) 

SLC17A3 

(ENSG00000124564) 
6p22.2 ledviny, játra 46 106 Da 

V tabulce je uvedeno shrnutí základních informací o genech a příslušných proteinech (urátových transportérech), 

které byly vybrány pro analýzu.  

Zdroje: databáze Ensembl (Howe et al. 2021), UniProt (Bateman et al. 2021) a NCBI (Agarwala et al. 2018) 

 

Obrázek 1.1 - Urátové transportéry v proximálních tubulech ledvin 

 

 

Na obrázku je vyznačeno, které urátové transportéry se nacházejí na apikální membráně epitelu proximálních 

tubulů ledvin a které na bazolaterální membráně, a jakým směrem transportují kyselinu močovou. Některé 

transportéry fungují jako exkretory kyseliny močové, konkrétně se jedná o proteiny ABCG2 (gen ABCG2), 

MRP4 (gen ABCC4), NPT1 (gen SLC17A1), NPT4 (gen SLC17A3), OAT1 (gen SLC22A6) a OAT3 (gen 

SLC22A8). Jiné zajišťují reabsorpci kyseliny močové, konkrétně jsou to proteiny GLUT9 (gen SLC2A9), 

URAT1 (gen SLC22A12), OAT4 (gen SLC22A11) a OAT10 (gen SLC22A13). Protein GLUT9 se vyskytuje ve 

dvou sestřihových variantách, GLUT9a je lokalizován na bazolaterální membráně a GLUT9b na apikální 

membráně.  
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2. Cíle práce 

Cílem této práce bylo identifikovat genetické varianty, které by mohly být asociovány 

s primární hyperurikémií a s primární dnou. Zaměřovali jsme se na polymorfismy v genech, 

které kódují významné urátové transportéry lokalizované v proximálních tubulech ledvin a 

v menší míře také ve střevě, konkrétně ABCG2 (ABCG2), ABCC4 (MRP4), SLC2A9 

(GLUT9), SLC22A12 (URAT1), SLC22A11 (OAT4), SLC22A13 (OAT10), SLC17A1 

(NPT1), SLC17A3 (NPT4), SLC22A6 (OAT1) a SLC22A8 (OAT3).  

Možnou asociaci detekovaných polymorfismů s primární hyperurikémií a dnou jsme 

posuzovali z mnoha hledisek, aby byly naše závěry co nejpřesnější. Prováděli jsme in silico 

analýzu funkčního dopadu variant pomocí predikčních programů. Dále jsme porovnávali 

alelickou frekvenci v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a dnou s frekvencí v 

evropské populaci a v kohortě z běžné populace. Zaměřovali jsme se také na analýzu 

lokalizace variant v topologických modelech příslušných urátových transportérů. Naše zjištění 

jsme porovnávali s odbornou literaturou, včetně funkčních studií nesynonymních variant 

v genech ABCG2 a SLC2A9, které byly prováděny na spolupracujících pracovištích. Nakonec 

jsme se snažili najít odpověď na otázku, jaký dopad má u jednotlivých pacientů současný 

výskyt více variant, které jsou pozitivně asociovány s hyperurikémií a dnou, nebo naopak 

riziko onemocnění snižují.   

 

3. Metodika 

3.1 Sestavení kohort a rozsah genetických analýz 

Byly sestaveny dvě kohorty. První zahrnovala pacienty s primární hyperurikémií a 

dnou, u kterých byly vyšetřovány geny kódující urátové transportéry:  

 geny ABCC4, SLC22A11, SLC22A13, SLC17A1, SLC17A3, SLC22A6 a 

SLC22A8: 150 jedinců (z toho 115 jedinců s primární dnou a 35 jedinců 

s primární hyperurikémií) 

 geny ABCG2, SLC2A9 a SLC22A12: 250 jedinců (z toho 182 jedinců 

s primární dnou a 68 jedinců s primární hyperurikémií)  

Kromě toho byla sestavena také kontrolní kohorta zahrnující 174 jedinců z běžné 

populace, u kterých byly vyšetřovány vybrané alelické varianty: 

Velikost kohorty uváděná v této práci je tedy různě široká u jednotlivých 

vyšetřovaných genů: 

 gen ABCG2: varianty p.V12M, p.Q141K, p.R147W, p.T153M, p.F373C, 

p.T421A, p.T434M, p.S476P, p.S572R a p.D620N 

 gen SLC22A11: varianty p.V202M a p.R343L 

 gen SLC22A13: varianty p.R16H a p.R102H 

 gen SLC22A6: varianta p.P104L  

 gen SLC22A8: varianty p.R149C, p.V448I a p.R513Q  
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Všechny uvedené varianty byly s výjimkou p.D620N vyšetřeny metodou tetra-primer ARMS-

PCR (Ye et al. 2001). Pro analýzu p.D620N byla použita metoda RFLP-PCR (Duta-Cornescu 

et al. 2009). 

 

3.2 PCR a sekvenování 

Pro návrh primerů jsme používali volně dostupný program Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Páry primerů byly navrhovány pro 

jednotlivé exony a exon-intronová rozhraní tak, aby bylo možné sekvenováním vyšetřit 

alespoň 100 párů bází před a za exonem.  

Při optimalizaci PCR reakce bylo třeba vybrat a vyzkoušet mix s danou DNA 

polymerázou a stanovit teplotu nasednutí primerů na DNA (neboli teplotu annealingu) pomocí 

teplotního gradientu. Pro PCR exonů jednotlivých genů jsme používali již optimalizované 

podmínky. Vznik požádovaného PCR produktu jsme ověřovali pomocí elektroforézy s 

využitím 2% agarózového gelu.  

K analýze PCR produktů jsme používali kapilární sekvenátor Applied Biosystems 

3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Tento přístroj využívá metodu Sangerova 

sekvenování, kterou zveřejnil v roce 1977 Frederick Sanger a jeho tým (Sanger et al. 1977).  

 

3.3 Hodnocení nalezených variant  

Genetické varianty přítomné v analyzovaných sekvencích jsme určovali pomocí 

databáze NCBI (NCBI 2021) a Ensembl (Howe et al. 2021). U jednotlivých variant jsme 

počítali minoritní alelickou frekvenci (MAF) v kohortě, kterou jsme porovnali s MAF pro 

jednotlivé populace. Předpokládali jsme nulovou hypotézu, že naše data (tedy alelická 

frekvence variant) v kohortě jedinců s hyperurikémií a dnou vznikla výběrem z evropské 

populace, která je definována alelickými frekvencemi pro jednotlivé varianty. Pomocí 

binomického testu jsme tedy u jednotlivých variant zjišťovali, zda by mohly být rozdíly mezi 

alelickou frekvencí v naší kohortě a alelickou frekvencí v evropské populaci větší, než jaké by 

se daly čekat v důsledku náhodné variability. Za statisticky významnou jsme považovali p-

hodnotu ≤ 0,0005, kterou jsme na základě výsledků binomického testu stanovovali pomocí 

oboustranného Z-testu.  Dále jsme použili predikční programy pro odhad funkčnosti proteinu 

se zaměněnou aminokyselinou. Dále nás zajímalo umístění identifikovaných alelických 

variant ve struktuře konkrétního proteinu, pro což jsme použili program TOPO2, neboli 

Transmembrane protein display software (Johns 2021). Některé polymorfismy se totiž mohou 

vyskytovat v oblastech a polypeptidového řetězce, které jsou důležité pro funkci transportního 

proteinu. 
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4. Výsledky 

 

4.1 Charakteristika kohorty 

Žen bylo ve vyšetřované kohortě 36 (konkrétně 20 pacientek s primární hyperurikémií 

a 16 pacientek s primární dnou) a mužů bylo ve vyšetřované kohortě 214 (konkrétně 48 

pacientů s primární hyperurikémií a 166 pacientů s primární dnou). Pokud jde o komorbidity, 

tak se u 14 jedinců vyskytovalo nefrologické onemocnění, u 28 pacientů diabetes mellitus, u 

šesti lidí psoriáza a u dvou pacientů maligní onemocnění. Hypertenze byla zjištěna u 98 

jedinců. U 97 pacientů se v rodinné anamnéze vyskytovala dna. V okamžiku zařazení pacienta 

do kohorty bylo léčeno alopurinolem 175 jedinců, febuxostatem 17 jedinců a bez 

urikostatické léčby bylo 58 lidí.  

 

4.2 Geny urátových transportérů 

 

4.2.1 Gen ABCG2 

Ve vyšetřované kohortě se vyskytovaly dvě časté nesynonymní varianty p.V12M a 

p.Q141K . Kromě toho jsme detekovali také osm vzácných nesynonymních variant: 

p.R147W, p.T153M, p.F373C, p.T421A, p.T434M, p.S476P, p.S572R a p.D620N. Varianta 

p.S476P není doposud uvedená v databázích Ensembl a NCBI. V kódující části genu jsme 

dále našli tříbázovou deleci p.K360del a dvě synonymní varianty p.S65S a p.E366E. 

V intronech jsme detekovali 19 variant, z toho 16 jednonukleotidových záměn, dvě krátké 

delece a jednu krátkou inzerci. Jednonukleotidová záměna c.689+1G>A pravděpodobně vede 

vzhledem ke své pozici (první báze vedle exonu) k alternativnímu sestřihu. 

Na základě predikčních programů lze za poškozující pokládat varianty p.R147W, 

p.F373C, p.T434M, p.S476P a p.S572R. Dva programy (Mutation Tastes a Provean) označily 

za poškozující variantu p.D620N. Program Provean dovede analyzovat i delece – variantu 

p.K360del označil za benigní.  

V porovnání s evropskou populací byla alelická frekvence následujících variant 

signifikantně vyšší v kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou: p.Q141K, p.R147W, 

p.T153M, p.K360del, p.F373C, p.T421A, p.T434M, p.S572R, p.S65S, c.689+1G>A, c.690-

19_690-17delTGT a c.1492+49G>T. U následujících variant byla alelická frekvence naopak 

významně nižší ve vyšetřované kohortě než v evropské populaci: p.V12M, c.203+36A>G, 

c.1195-60A>T a c.1738-46G>A. 

 

4.2.2 Gen ABCC4 

V genu ABCC4 jsme nalezli čtyři časté (p.G187W, p.K304N, p.R317S, p.K1116N) a 

tři vzácné (p.E757K, p. I866V, p.T1142M) nesynonymní varianty. Varianta p.K304N může 

vést k alternativnímu sestřihu, jelikož vede k záměně báze na první pozici v exonu 8. 

Identifikovali jsme osm synonymních variant: p.I223I, p.S323S, p.V345V, p.P403P, p.S486S, 
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p.L904L, p.F948F a p.I1085I. V nekódující části genu jsme ve vyšetřované kohortě 

identifikovali 54 variant, z toho 50 jednonukleotidových záměn, tři delece 

(c.621+82_621+85del, c.3630-88del, c.3871-5del) a jednu inzerci (c.2468_2469insA). 

Následující intronové varianty vedou pravděpodobně k alternativnímu sestřihu: c.186-5T>C, 

c.1161+8T>A, c.1825-7A>G, c.3871-3T>C. V hodnocení jednotlivých variant došly 

predikční programy ke shodnému výsledku „benigní“ pouze u varianty p.E757K. 

Následující varianty jsou signifikantně častější v kohortě pacientů s primární 

hyperurikémií a dnou než v evropské populaci: p.P403P, p.S486S, p.I1085I, c.532-85G>A, 

c.1825-7A>G, c.1825-17C>A, c.2468_2469insA, c.3210+43T>G, c.3630-88del, c.3630-

48C>G a c.3871-5del. Tyto varianty mají naopak významně nižší alelickou frekvenci ve 

vyšetřované kohortě v porovnání s evropskou populací: p.K304N, p.K1116N, p.L904L, 

c.621+73C>T, c.621+82_621+85del, c.785+158T>C, c.622-146C>A, c.622-130G>C, 

c.911+328A>G, c.1161+82C>G, c.1263+70T>C, c.1354-280T>C, c.1727+280A>G, 

c.1727+349T>G, c.1727+386A>G, c.1727+373A>G, c.2034+219G>A, c.2456-132T>G, 

c.2536-60C>A, c.2807-378A>T, c.2918-308A>G a c.3871-3T>C. 

 

4.2.3 Gen SLC22A12 

V genu SLC22A12 jsme ve vyšetřované kohortě nenašli žádnou nesynonymní 

variantu. Detekovali jsme však pět synonymních variant: p.N82N, p.H86H, p.H142H, 

p.A416A, p.L437L. Kromě toho se ve vyšetřované kohortě vyskytly čtyři jednonukleotidové 

intronové záměny. Statistická analýza ukázala, že je alelická frekvence intronových variant 

c.662-7C>T a c.955-38G>A významně vyšší v kohortě pacientů s primární hyperurikémií a 

dnou v porovnání s  alelickými frekvencemi uvedenými v databázích Ensembl a NCBI pro 

evropskou populaci. Alelická frekvence intronové varianty c.1598+254C>A je naopak 

významně nižší ve vyšetřované kohortě než v evropské populaci. 

 

4.2.4 Gen SLC2A9 

V genu SLC2A9 jsme detekovali sedm nesynonymních variant: p.A17T, p.G25R, 

p.T275M, p.D281H, p.V282I, p.R294H a p.P350L. Ve vyšetřované kohortě jsme dále 

identifikovali pět synonymních variant: p.L108L, p.T125T, p.I168I, p.L189L a p.S515S. 

V nekódující oblasti genu jsme nalezli 19 jednonukleotidových záměn, z nichž se 17 variant 

nacházelo v intronových oblastech přiléhajících k exonům a dvě varianty se vyskytovaly v 5’ 

nepřekládané oblasti (5’ UTR). Jedna z intronových variant (konkrétně c.1002+68C>T) zatím 

není uvedená v databázích Ensembl a NCBI. V intronové oblasti jsme také identifikovali 

deleci c.63+18delT. Podle predikčních programů nemají varianty p.A17T, p.G25R, p.T275M, 

p.V282I a p.P350L poškozující vliv na funkci proteinu. U variant p.D281H a p.R294H se 

hodnocení mezi jednotlivými programy liší. 

Statistickou analýzou jsme zjistili, že následující varianty mají signifikantně vyšší 

alelickou frekvenci ve vyšetřované kohortě v porovnání s evropskou populací: p.L108L, 
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p.T125T, p.L189L, c.151-60T>C, c.249+35C>T, c.249+119G>A, c.250-40A>G, 

c.410+49A>G, c.1002+72G>A, c.63+18delT a c.-40-45G>A. Naopak tyto varianty mají dle 

výsledku binomického testu signifikantně vyšší alelické frekvence v evropské populaci než 

v kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou: p.V282I, p.A17T, c.535+67A>G, c.1002+78A>G, 

c.1113+9A>C a c.-40-13T>C. 

 

4.2.5 Gen SLC22A11 

V genu SLC22A11 jsme detekovali dvě vzácné nesynonymní varianty, konkrétně 

p.V202M a p.R343L. Kromě toho jsme ve vyšetřované kohortě zjistili přítomnost dvou 

vzácných synonymních variant p.T110T a p.L496L. V kohortě se vyskytla také jedna vzácná 

intronová varianta c.1589+54T>A a dvě časté intronové varianty c.497+85A>G a 

c.1058+53A>C. 

Podle programu SIFT je varianta p.V202M poškozující, zatímco podle ostatních 

použitých programů je benigní. Varianta p.R343L je možná poškozující podle hodnocení 

programu PolyPhen a poškozující podle programu Provean.  

Intronové varianty c.497+85A>G a c.1058+53A>C mají signifikantně nižší výskyt ve 

vyšetřované kohortě v porovnání s alelickými frekvencemi evropské populace. U variant 

p.V202M , p.T110T, p.L496L a c.1589+54T>A je v databázích Ensembl a NCBI uvedena 

nulová alelická frekvence, takže není překvapivé, že byl výskyt těchto variant v kohortě 

pacientů s primární hyperurikémií a dnou označen binomickým testem jako statisticky 

signifikantní.   

 

4.2.6 Gen SLC22A13 

V kohortě jsme detekovali dvě vzácné nesynonymní varianty, u dvou pacientů to byla 

varianta p.R16H a u jednoho pacienta varianta p.R102H. V kódující sekvenci jsme dále 

identifikovali dvě synonymní varianty, jednu častou p.A53A a jednu vzácnou p.P186P. 

V nekódující části sekvence jsme nalezli šest intronových variant, z nichž varianta 

c.1346+141G>A není doposud uvedena v databázích Ensembl a NCBI. Žádná z 

nesynonymních variant v genu SLC22A13 nemá dle použitých predikčních programů 

negativní dopad na funkci proteinu. Ve vyšetřované kohortě se vždy u jednoho pacienta 

vyskytly intronové varianty c.1346+164G>A a c.1346+208C>T, jejichž alelická frekvence 

v evropské populace je nulová. Binomický test tedy ukázal předpokládaný výsledek, že je 

jejich výskyt ve vyšetřované kohortě statisticky významný. 

 

4.2.7 Gen SLC17A1 

V kódující části genu jsme detekovali pouze jednu variantu p.T269I. Predikčními 

programy jsme došli k jednotnému výsledku, že je varianta p.T269I benigní, což se dalo 

předpokládat vzhledem k jejímu častému výskytu (MAF v evropské populaci je 0,565). 

Signifikantně nižší alelická frekvence v naší kohortě byla zjištěna u čtyř variant, konkrétně u 
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p.T269I, c.1269+61A>G, c.1179-111C>T a c.*2+79C>T. Překvapivě velký rozdíl v alelické 

frekvenci je především u varianty c.1269+61A>G (MAF v kohortě pacientů 0,037 versus 

MAF v evropské populaci 0,954). 

 

4.2.8 Gen SLC17A3 

V kohortě pacientů s hyperurikémií a dnou se vyskytly dvě časté nesynonymní 

varianty p.A100T a p.G279R a dále jedna běžná synonymní varianta p.S448S. Ze sedmi 

detekovaných intronových variant byly dvě časté. Podle výsledků predikčních programů nemá 

ani jedna ze dvou identifikovaných nesynonymních variant negativní dopad na funkci 

proteinu. U dvou pacientů byla detekována heterozygotní intronová varianta c.625+46C>T, 

která má dle databází nulovou alelickou frekvenci v evropské i v celosvětové populaci. Není 

tedy překvapivé, že dle výsledků binomického testu je vyšší výskyt této varianty v kohortě 

pacientů s hyperurikémií a dnou statisticky významný.  

 

4.2.9 Gen SLC22A6 

V kohortě jedinců s hyperurikémií a dnou jsme identifikovali pouze jednu vzácnou 

nesynonymní variantu p.P104L. Dvě časté synonymní varianty p.P84P a p.P117P se vyskytly 

vždy současně (žádný pacient neměl pouze jednu z těchto variant). Kromě toho jsme u 

jednoho pacienta našli vzácnou synonymní variantu p.Y111Y. Dále jsme detekovali tři časté a 

šest vzácných intronových variant. Intronová varianta c.797+8G>A se nachází v oblasti, která 

má vliv na sestřih proteinu. In silico predikce naznačuje, že má varianta p.P104L negativní 

dopad na funkci proteinu. 

Binomický test odhalil u pěti vzácných variant statisticky významnou vyšší alelickou 

frekvenci v porovnání s evropskou populací. Konkrétně se jedná o varianty p.Y111Y, 

c.797+8G>A, c.798-57C>G, c.921+33C>T a c.922-28G>A. Naopak signifikantně nižší byla 

alelická frekvence u časté intronové varianty c.1362-172T>C. 

 

4.2.10 Gen SLC22A8 

V genu SLC22A8 jsme detekovali tři vzácné nesynonymní jednonukleotidové varianty 

p.R149C, p.V448I a p.R513G. V analyzovaných vzorcích se dále vyskytovaly tři synonymní 

jednonukleotidové záměny, z nichž se p.L317L vyskytuje vzácně, p.T241T se vyskytuje 

běžně a alelická frekvence pro variantu p.P51P se značně liší mezi evropskou a celosvětovou 

populací. V kohortě jsme dále detekovali dvě časté intronové varianty c.437+79G>C a 

c.1326-62G>A. U jednoho pacienta byla nalezena jednonukleotidová intronová záměna 

c.728+133T>C, která dosud není uvedena ve veřejně dostupných databázích NCBI a 

Ensembl. V kohortě byla detekována také intronová varianta c.1326-4G>A, která zřejmě vede 

k alternativnímu sestřihu. 

Ze tří nesynonymních jednonukleotidových variant má dle všech predikčních 

programů negativní dopad na funkci proteinu varianta p.R149C. Binomický test ukázal, že 
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výskyt velmi vzácných variant p.R149C a c.1326-4G>A ve vyšetřované kohortě je statisticky 

významný v porovnání s alelickými frekvencemi v evropské populaci, které jsou podle 

dostupných databází rovny nule. 

 

5. Diskuze 

Sekvenační analýzou a následným hodnocením variant v genech ABCG2, ABCC4, 

SLC22A12, SLC2A9, SLC22A11, SLC22A13, SLC17A1, SLC17A3, SLC22A6 a SLC22A8 se 

nám podařilo nejen identifikovat varianty, které jsou pravděpodobně asociovány s primární 

hyperurikémií a dnou, ale i varianty, které pravděpodobně snižují riziko tohoto onemocnění.   

Následující tabulka shrnuje genetické varianty, které jsou signifikantně asociované 

s hyperurikémií, dnou, nebo naopak se snížením rizika vzniku dny. Jsou v ní uvedeny pouze 

varianty v genech ABCG2, SLC22A12, SLC2A9, SLC22A11, SLC17A1 a SLC22A8, jelikož 

v genech ABCC4, SLC22A13, SLC17A3 a SLC22A6 nemá dle literatury a ani dle našich 

závěrů žádný z polymorfismů, které jsme identifikovali v kohortě pacientů s primární 

hyperurikémií a dnou, dopad na hladinu kyseliny močové.  

Pro lepší přehlednost je asociace se dnou a s hyperurikémií ve sloupci „Vliv na vznik 

hyperurikémie a dny“ vyznačena okrově, zatímco spojitost se sníženým rizikem dny modře. 

Ve dvou případech je daná varianta podle jedné studie spojená s hyperurikémií a podle jiné 

studie naopak riziko dny snižuje (vyznačeno zeleně), takže jsou v odkazech na literaturu 

uvedeny obě studie s protichůdnými závěry. V ostatních případech je uveden pouze jeden 

článek, i když je k dané variantě k dispozici více odborných studií se shodnými závěry (ty 

jsou uvedeny v příslušném oddíle v diskuzi).  

Ve sloupci „Výsledky binomického testu“ jsou uvedeny závěry statistické analýzy, ve 

které jsme porovnávali minoritní alelické frekvence (MAF) v kohortě pacientů s primární 

hyperurikémií a dnou a s údaji pro evropskou populaci z databáze Ensembl (Howe et al. 

2021). V tabulce je uveden výsledek ve vztahu k vyšetřované kohortě, vyšší MAF 

v porovnání s evropskou populací je vyznačen okrově a nižší MAF modře. 

 

Tabulka 5.1 - Přehled genetických variant významně ovlivňujících hladinu kyseliny močové 

Gen 

Referenční 

označení 

varianty 

Změna 

proteinové 

nebo kódující 

sekvence 

Vliv na vznik 

hyperurikémie a dny 

Výsledky 

binomického 

testu 

Odkaz v literatuře 

ABCG2 rs2231137 p.V12M snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
(Yu et al. 2017) 

ABCG2 rs2231142 p.Q141K asociována s dnou 
signifikantně 

vyšší MAF 

 (Dehghan et al. 

2008) 

ABCG2 rs372192400 p.R147W 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
(Toyoda et al. 2019)  

ABCG2 rs753759474 p.T153M 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
 (Toyoda et al. 2019) 
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ABCG2 rs752626614 p.F373C 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
 (Toyoda et al. 2019) 

ABCG2 rs769734146 p.T434M 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
(Toyoda et al. 2019)  

ABCG2 N/A p.S476P 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
(Toyoda et al. 2019)  

ABCG2 rs200894058 p.S572R 
pravděpodobně asociována 

s hyperurikémií a dnou  

signifikantně 

vyšší MAF 
(Toyoda et al. 2019)  

ABCG2 rs4148152 c.203+36A>G snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
 (Yu et al. 2017) 

ABCG2 rs2231148 c.1195-60A>T  snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
(Yu et al. 2017)  

ABCG2 rs2231156 c.1492+49G>T asociována s dnou 
signifikantně 

vyšší MAF 
(Yu et al. 2017)  

ABCG2 rs2231164 c.1738-46G>A snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
 (Yu et al. 2017) 

SLC22A12 rs3825017 p.N82N asociována s hyperurikémií 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

 (Cho et al. 2015) 

SLC22A12 rs3825016 p.H86H 
možná asociována s 

hyperurikémií 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

 (Sun et al. 2015) 

SLC22A12 rs11231825 p.H142H  závěry studií se různí 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Torres et al. 2014; 

Duong et al. 2019) 

SLC22A12 rs7932775 p.L437L asociována s hyperurikémií 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Li et al. 2010)  

SLC2A9 rs16890979 p.V282I snižuje riziko vzniku dny 
signifikantně 

nižší MAF 
(Meng et al. 2015)  

SLC2A9 rs3733591 p.R294H asociována s dnou 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Tu et al. 2010)  

SLC2A9 rs13113918 p.L108L asociována s hyperurikémií 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Sarzynski et al. 

2012)  

SLC2A9 rs3733589 p.I168I asociována s dnou 

bez 

signifikantního 

rozdílu 

(Li et al. 2012)  

SLC2A9 rs13125646 p.L189L asociována s hyperurikémií 
signifikantně 

vyšší MAF 

(Bhatnagar et al. 

2016) 

SLC2A9 rs3733590 c.535+67A>G asociována s hyperurikémií 
signifikantně 

nižší MAF 
(Zhang et al. 2018)  

SLC22A11 rs2277312 c.497+85A>G 
možná asociace s 

hyperurikémií 

signifikantně 

nižší MAF 
 (Giri et al. 2016) 

SLC17A1 rs1165196 p.T269I  závěry studií se různí 
signifikantně 

nižší MAF 

(Hollis-Moffatt et al. 

2012; Wan et al. 

2015) 

SLC22A8 rs45566039 p.R149C 
možná asociace s 

hyperurikémií 

signifikantně 

vyšší MAF 
(Erdman et al. 2006)  
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Diskuze k současnému výskytu variant ovlivňujících hladinu kyseliny močové 

Zatím jsme diskutovali vliv jednotlivých genetických variant na vznik hyperurikémie a 

dny, tedy bez závislosti na dalších polymorfismech u daného pacienta, ať už se vyskytují ve 

stejném nebo jiném genu. Důležitá otázka však je, jaký dopad má kombinace různých variant 

asociovaných se zvýšeným nebo naopak se sníženým rizikem dny u jednoho pacienta. Zdá se, 

že vzácné nesynonymní varianty v genu ABCG2 vedou k rozvoji těžké dny, která nemůže být 

vyvážena protektivními variantami ve stejném a ani v jiném genu. K závažnému onemocnění 

vede také kombinace p.Q141K v genu ABCG2 spolu s další variantou ve stejném nebo jiném 

genu, která je asociovaná s hyperurikémií a dnou.  

 

6. Závěr 

U pacientů s primární hyperurikémií a dnou se nám analýzou genů kódujících urátové 

transportéry podařilo identifikovat deset genetických variant, které jsou pravděpodobně 

asociované s hyperurikémií a dnou, a pět genetických variant, které pravděpodobně naopak 

riziko dny snižují. Všechny tyto varianty jsou lokalizované pouze ve třech z deseti 

analyzovaných genů, konkrétně v ABCG2, SLC2A9 a SLC22A8. V genu ABCG2 jsme zjistili 

asociaci s hyperurikémií a dnou u osmi variant (p.Q141K, p.R147W, p.T153M, p.F373C, 

p.T434M, p.S467P, p.S572R a c.1492+49G>T) a spojitost se sníženým rizikem dny u čtyř 

variant (p.V12M, c.203+36A>G, c.1195-60A>T a c.1738-46G>A). V genu SLC2A9 jsme 

odhalili jednu variantu asociovanou s hyperurikémií (p.L189L) a jednu variantu snižující 

riziko vzniku dny (p.V282I). V genu SLC22A8 jsme zjistili možnou asociaci s hyperurikémií 

u varianty p.R149C. 

Zhodnocením klinických a biochemických dat od pacientů, u kterých se vyskytovalo 

zároveň více genetických variant zvyšujících nebo snižujících riziko hyperurikémie a dny, 

jsme došli k zajímavým zjištěním. Vzácné nesynonymní varianty v genu ABCG2 (p.R147W, 

p.T153M, p.F373C, p.T434M, p.S467P a p.S572R) jsou asociované s těžkou dnou i u 

pacientů s přítomností protektivních polymorfismů (p.V12M, c.203+36A>G, c.1195-60A>T a 

c.1738-46G>A a p.V282I) (Meng et al. 2015; Yu et al. 2017; Toyoda et al. 2019). Kombinace 

některé z variant asociovaných s hyperurikémií a s dnou spolu s variantou p.Q141K v genu 

ABCG2 často vede k výrazné hyperurikémii a tofózní dně, což není způsobenou jen prostou 

součinností genetických variant, ale i tím, že je p.Q141K asociovaná se špatnou terapeutickou 

odpovědí na léčbu alopurinolem (Roberts et al. 2017).  

V genu SLC22A12 jsme zachytili výskyt čtyř synonymních variant (p.N82N, p.H86H, 

p.H142H, p.L437L), které jsou dle odborné literatury asociované s hyperurikémií, ale v naší 

kohortě se tato spojitost nepotvrdila (Li et al. 2010; Torres et al. 2014; Cho et al. 2015; Sun et 

al. 2015). Stejná situace nastala i u čtyř dalších variant v genu SLC2A9 (p.R294H, p.L108L, 

p.I168I, c.535+67A>G) a u jedné varianty v genu SLC22A11 (c.497+85A>G) (Tu et al. 2010; 

Li et al. 2012; Sarzynski et al. 2012; Giri et al. 2016; Zhang et al. 2018). K nesynonymní 

variantě p.T269I v genu SLC17A1, kterou jsme identifikovali v naší kohortě, jsou k dispozici 
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odlišné závěry odborných studií. Podle některých je p.T269I asociovaná s hyperurikémií a 

dnou (Hollis-Moffatt et al. 2012; Urano et al. 2013; Torres et al. 2014; Chiba et al. 2015). 

Podle další studie je naopak asociovaná se sníženým rizikem vzniku dny, čemuž by 

odpovídala i naše data (Wan et al. 2015). V genech ABCC4, SLC22A13, SLC17A3 a SLC22A6 

jsme neidentifikovali žádnou genetickou variantu, která by dle našich výsledků či závěrů 

odborných studií byla asociovaná s hyperurikémií a dnou. 
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