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Abstrakt

Objev molekularni podstaty Rotorova syndromu spocivajici v soucasné bialelické inaktivaci
obou gent SLCOIBI1 a SLCO1B3 kodujicich jaterni transportéry OATP1B1 a OATP1B3 ajiz
diive popsana asociace varianty rs4149056 v OATP1BI se statiny indukovanou myopatii
(SM) nas privedly k hypotéze, ze privatni varianty v OATP1B1 a OATP1B3 mohou pfispivat
k dédi¢né predispozici k SM. Tato hypotéza se v nasi studii 88 nemocnych, u kterych jsme
provedli exomové sekvenovani, nepotvrdila. Zajimavy byl nalez variant v n¢kolika genech
pro recesivné dédi¢na svalova onemocnéni, ptedevsim CLCNI, jejichz nosi¢stvi muze pii

vzniku SM sehrat vyznamnou tlohu.

U cholestazy s dédi¢nou pficinou je zndmo nékolik desitek kauzalnich genii. U 51
neobjasnénych piipadi jsme provedli exomové sekvenovani, kdy nalezem bylo nékolik
neocekavanych diagnoz - autozomalné recesivni polycystoza, kozni porfyrie ¢i nefronoftiza.
Pozoruhodny byl nalez dosud nepopsaného deficitu v genu F'//R podminéného homozygotni
sestfithovou mutaci v genu £/ /R u probandky s jaterni cirh6zou a jeji zdravé sestry. Protein
F11R se ucastni vzniku t€snych mezibunécnych spojeni, deficit v genu F/7r u mysi
predisponuje k postiZeni jater. Zasadnim ndlezem byly varianty v genu /F'7/72 asociovaném
s fenotypové variabilni ciliopatii, které jsme nalezli u dvou nemocnych s izolovanym

cholestatickym postiZenim jater.

Klic¢ova slova: celoexomové sekvenovani, statinovd myopatie, cholestaza, CLCN1,
IFT172



Abstract

The discovery of the molecular basis of Rotor syndrome consisting in biallelic inactivating
mutations in both SLCO1B1 and SLCOI1B3 genes encoding hepatic transporters OATP1B1
and OATP1B3, together with the previously described association of the rs4149056 variant in
OATP1B1 with statin-induced myopathy (SM), led us to hypothesis that private variants in
OATP1B1 and OATP1B3 confer predisposition to SM. This hypothesis was not supported by
our study of 88 patients in whom exome sequencing was performed. Interestingly, we
detected candidate variants in several genes mutated in recessively inherited muscle disorders,

namely CLCNI, whose carriage may predispose to SM.

Pathogenic variants in several dozens of causative genes underlie hereditary cholestasis. We
performed exome sequencing in 51 unexplained cases and revealed several unexpected
diagnoses such as autosomal recessive polycystic polyposis, cutaneous porphyria or
nephronophthisis. The most remarkable finding was that of yet unreported F'/ /R deficiency
due to a homozygous splice mutation found simultaneously in an index patient suffering from
liver cirrhosis and her healthy sister. The F11R protein is involved in formation of tight
intercellular junctions and mutations in £/ /r predispose to liver failure in mice. The finding
of bialellic variants in /F'T'172 associated with phenotypically variable ciliopathy, which we

detected in two patients with isolated cholestatic liver disease, was fundamental.

Key words: whole exom sequencing, statin myopathy, cholestasis, CLCN1, IFT172
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POUZITE ZKRATKY

ABC transportéry ATP-binding cassette

ACMG Americka spole¢nost 1¢kai'ské genetiky a genomiky
AD  autozomalné dominantni

ALGS Alagilletiv syndrom

apo  apolipoprotein

AR autozomalné recesivni

ARCS artrogrypoza

BBS Bardet-Biedliv syndrom

BRIC benigni rekurentni intrahepatalni cholestazy
BSEP exportni pumpa Zluc¢ovych kyselin

BLVR biliverdinreduktaza

CAR konstitutivni androstanovy receptor

cDNA komplementdrni deoxyribonukleova kyselina
CK  kreatinin kindza

CNV  odchylky v poctu kopii

FGF fibroblastové ristové faktory

FHCA familiarni hypercholanémie

FIC1 flipaza translokujici aminofosfolipidy

FXR farnesoid vdzany X receptor

gDNA genomova deoxyribonukleové kyselina

GGT gama-glutamyl transferaza

HDL vysokodenzitni lipoprotein

HMGCR 3-hydroxy-3-metyl-glutaryl-coenzym A reduktésa
HNF1a hepatocytarni nuklearni faktor 1o

HPSG heparinem sulfatované proteoglykany

IFT  intraflagelarni transportni systém

ILVASC ichtydza, leukocytarni vakuoly, alopecie a sklerézujici cholangitida
LDL nizkodenzitni lipoprotein

LDLR LDL receptory

LRH jaterni homologni receptor

LRP protein souvisejici s LDL receptory

MAF frekvence minoritni alely, frekvence druhé nejcastéjsi alely v populaci
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MDR, MRP multidrug rezistentni proteiny
MKS Meckeltiv syndrom

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

MT  mikrotubulérni

NHR nuklearni receptory

NPCI1L1 Niemann-Pick C-1 like-1 protein
NPHP nefronoftiza

NTCP taurocholatovy kotransportni polypeptid
OATP1B multi-specifické organické aniontové transportéry
OMIM databaze (Online Inheritance In Men)
PFIC progresivni familiarni intrahepatalni cholestazy
pHTN portalni hypertenze

PKD polycystické onemocnéni ledvin

PXR pregnanovy X receptor

Pz pirechodova zona

ROS reaktivni formy kysliku

RS  Rotortiv syndrom

SM  statiny indukovana myopatie

SHP  maly heterodimerni protein

ULN horni limit normy (upper limit of normal)
WD  Wilsonova choroba

WES celoexomové sekvenovani

ZK  zluové kyseliny
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1 UVOD

1.1 Cholestaza

1.1.1 Molekuliarni mechanismy sekrece Zluce

Sekrece zluci hraje kli¢ovou roli ve fyziologii jater, protoze zlu¢ slouzi jako dilezita
vylugovaci cesta pro mnoho endo- a xenobiotik a diky schopnosti Zlu¢ovych kyselin (ZK)
emulgovat tuky se zdsadnim zpisobem podili na traveni lipidl v tenkém stfeveé. Sekrece zluci
zavisi na funkci fady membranovych transportnich systémi exprimovanych v hepatocytech a
v epitelovych bunkach zlu¢ovodl a na strukturdlni a funkéni integrité Zlu¢ového sekre¢niho
aparatu. Tvorba zlu¢i je vysledkem aktivni sekrece osmoticky aktivnich slouc¢enin hepatocyty
do kanalikularniho prostoru, které nasleduje pasivni pohyb vody tésnymi spoji. Zlutové
kyseliny (pfesné&ji soli ZK konjugovanych s glycinem & taurinem) jsou hlavni organické latky
rozpusténé ve zludi. Soli ZK ptedstavuji hlavni osmotickou hnaci silu pii vytvatfeni toku Zlugi,
1 kdyz k produkci Zlu€i pfispiva také na zlucovych kyselinach nezavisla sekrece dalSich
organickych aniontl. Transport jednotlivych slozek Zluce smérem z krve do Zluce je proces (J.
Y. L. Chiang & Ferrell, 2018), ktery zahrnuje absorpci ze sinusoidalni krve, transcelularni
transport pies hepatocyty (s metabolickymi modifikacemi nebo bez nich) a kanalikuldrni
sekreci proti strmym koncentracnim gradientim, které vyzaduji aktivni transport. Ackoli
hlavnim determinantem celkového toku Zluci je objem vody vyloucené na urovni hepatocyti,
k daldim zmé&nam sloZeni zlu¢i dochazi pii cesté zluci zluovody a zejména ve zluéniku. ZK
prochdzeji enterohepatalnim cyklem, jehoz hnaci silou je prosta difuze mén¢ polarnich
Zludovych kyselin a aktivni vychytavani polarnich ZK (zejména taurokonjugati) v
enterocytech v terminalnim ileu. To umoziiuje zachyceni ZK z lumen stieva, jejich transport

do portalniho ob¢hu a nakonec do jater.

Sinusoidalni membrana hepatocytll obsahuje nékolik proteint, které usnadiiuji vstup ZK a
dal$ich organickych latek rozpustnych v tucich do jater, véetné fyziologickych substrati jako
je bilirubin, stejn¢ jako 1é¢iv a xenobiotik. Bilirubin (Creeden, Gordon, Stec, & Hinds, 2021)
je produktem rozkladu hemu, ktery se uvoliiuje pii hemolyze ¢ervenych krvinek. Hem se

katabolizuje na biliverdin, zelezo a oxid uhelnaty prostfednictvim enzymatické reakce za
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ucasti molekuldrniho kysliku, NADPH a hemoxygendzy (Obr. 1). Biliverdin je poté
redukovan na bilirubin enzymem biliverdinreduktazou (BLVR). Tento proces mtize byt
zvracen reaktivnimi formami kysliku (ROS), které bilirubin pfeménuji na biliverdin. Nakonec
uridindifosfat glukuronosyltransferaza 1A1 (UGT1A41) konjuguje bilirubin na jeho formu
rozpustnou ve vodé, coz umoziuje jeho vylouceni do zlu¢e. Hemoglobin a dalsi proteiny
obsahujici hem, jako jsou cytochromy, jsou zavislé na hemu pfi pienosu elektronti, transportu
kysliku, vazbé¢ ligandi a regulaci naslednych genti. [zozymy hem oxygenazy (HO-1 a HO-2)
jsou nezbytné pro katalytické stépeni hemového kruhu a naslednou tvorbu zeleza, CO a
biliverdinu. Kdyz jsou tyto komplexy Zeleza a porfyrinu metabolizovany na biliverdin a
nasledné na bilirubin, ziskavaji tkané diilezité hormondlni signalizacni schopnosti. Bilirubin
ma také dobte prokdzané antioxidacni vlastnosti. V normélnich sérovych koncentracich slouzi
nekonjugovany bilirubin jako uc¢inny zadchyt molekul singletového kysliku, pterusuje fetézové
reakce volnych radikali a psobi jako u¢inny antioxidant.
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Obr. 1 Metabolimus bilirubinu (Metabolism of Iron and Heme N.V. Bhagavan, Chung-Eun Ha,
in Essentials of Medical Biochemistry (Second Edition), 2015)
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Vychytavani ZK v hepatocytech je zprostiedkovano mechanismy zavislymi a nezavislymi na
sodiku. Na sodiku z&visly taurocholatovy kotransportni polypeptid NTCP (Appelman,
Wettengel, Protzer, Oude Elferink, & van de Graaf, 2021) a rodina multi-specifickych
organickych aniontovych transportérit OATP1B (Boyer & Soroka, 2021) jsou hlavnimi
proteiny zapojenymi do tohoto kroku tvorby zluci. NTCP je exprimovan vylucné v jatrech, je
striktné lokalizovéan na bazolateralni membrané hepatocyti a je pievladajicim na sodiku
zavislym transportérem ZK v hepatocytech. NTCP transportuje hlavné konjugované ZK s
vyuzitim membranového do bufiky sméfovaného gradientu sodiku, ktery je udrzovan Na*/ K*
-ATPazou jaternich buné€k. Sinusoidalni na sodiku nezavisly transport zlu¢ovych soli a
organickych aniontt je zprostfedkovan polypeptidy transportujicimi organické anionty
OATPI1B. OATP jsou rodinou polyspecifickych transportéra s prekryvajici se afinitou k
substratu, které zprostiedkovavaji absorpci nekonjugovanych ZK nezavislou na sodiku.
Kromé¢ toho OATP zprostiedkovavaji absorpci velkého mnozstvi dalSich slou¢enin s riznym
nabojem a strukturou, véetné konjugata bilirubinu, hormonti §titné zlazy, neutralnich sterold a
mnoha ¢kl a xenobiotik. Na rozdil od NTCP jsou OATPIB exprimovany i v
extrahepatalnich tkanich, zejména ve stfevech, ledvinach a mozku, coz podtrhuje jejich roli v

celkovém rozloZeni amfipatickych sloucenin.

Po intracelularnim transportu, ktery zahrnuje vazbu na bilkoviny, sekvestraci, biotransformaci
nebo konjugaci, se latky vylucuji do Zluce pies kanalikuldrni membranu hepatocytii. Tento
proces poskytuje primarni hnaci silu pro generovani toku zluci a je zasadni pro vylucovaci
funkci jater télem. Klicovymi proteiny v tomto kroku tvorby Zlu¢i jsou takzvané transportéry
ATP-binding cassette (ABC), (Ben Saad et al., 2021) které funguji jako jednosmérné exportni
pumpy zavislé na ATP. Transportéry ABC ptitomné v kanalikuldrni membrang zahrnuji:
exportni pumpu ZK BSEP, ktera zprostiedkovava sekreci zludovych kyselin; protein MRP2,
ktery transportuje aniontové konjugaty bilirubinu mnoha dalSich lipofilnich latek vEetné
redukovaného glutathionu; protein MDR1, ktery ptisobi jako transportér objemnych
kationtovych sloucenin a steroidii a protein MDR3, ktery ptisobi jako translokator
fosfatidylcholinu z vnitifniho na vngj$i list kanalikuldrni membrany, kde mize byt selektivné
extrahovan intrakanalikuldarnimi ZK a nasledné vyluéovan do Zluée ve formé vezikul a
smiSenych micel. V kanalikuldrni membrané jsou také exprimovany twin-sterolové polovi¢ni
transportéry ABCGS5 a ABCGS (Berge et al., 2000), které hraji dilezitou roli v regulaci
sekrece cholesterolu do Zlu¢i a ABCG?2, ktery piednostné transportuje sulfatové konjugaty.

Krome¢ téchto transportért ABC obsahuje kanalikularni membrana ATPazu typu P, ktera
3



funguje jako flipaza prenésejici aminofosfolipidy z vnéjsiho do vnitiniho listu kanalikularni
membrany, ¢imz zajist'uje jeji asymetrii. Asymetrie chrani hepatocyt pied detergentnim
G¢inkem koncentrovanych ZK v primérni zluéi a je kli¢ové pro zachovani schopnosti

vylucovat Zluc¢.

Sinusoidalni eflux ZK miize byt zprostiedkovan OATP nebo ABC transportéry bazolateralni
membrany. MRP3 a MRP4 transportuji n¢kolik fyziologickych substrati véetné
nesulfatovanych a sulfatovanych ZK. A¢koli je MRP3 minimalné exprimovan v normélnich
jatrech, jeho exprese je indukovatelna nékterymi substraty. MRP4 je ve vEétsi miie
exprimovan v jatrech a funguje jako ATP-zavisly kotransportér redukovaného glutathionu.
Vzhledem k povaze hepatobiliarniho transportu miize export do portalni krve sloucenin
normalné vylu¢ovanych do Zluce slouzit jako alternativni cesta k eliminaci zlucovych slozek
omezujici hromadéni toxickych zlucovych slozek, kdyz je narusena kanalikularni sekre¢ni

cesta.

1.1.2 Genetické poruchy sekrece Zluce a lipidi

Cholestaza (Elferink, 2003) je definovana jako naruSeni normalniho toku Zluci
zpisobené bud’ funkénim defektem na trovni hepatocyti, nebo obstrukei na tirovni
zlucovodu. Cholestdza mize byt disledkem infekci, uzivani urcitych 1€k a autoimunitnich,
metabolickych nebo genetickych poruch. Zménéna exprese a/nebo funkce membranovych

transportéri mize byt zdkladem nékterych forem cholestazy (Zollner & Trauner, 2008).

Mechanismy podilejici se na modulaci exprese transportéri béhem cholestazy jsou znamy
pouze &asteéné. Hraje zde roli fada faktorti, mezi které patfi ZK, prozanétlivé cytokiny,
oxidacni stres, retinoidy, 1éky a hormony. Regulace iniciace transkripce mRNA je
povazovana za pfevladajici mechanismus regulujici expresi transportniho genu. Je zndma role
ligandem aktivovanych transkripénich faktora a ¢lent superrodiny nuklearniho receptoru
NHR v regulaci exprese transportéru, zejména farnesoid vazany X receptor (FXR), (Alvarez
et al., 2004) ktery funguje jako intracelularni senzor ZK, reguluje bazalni expresi BSEP a
podili se na jeho upregulaci pfi zatizeni zluCovymi kyselinami. Kromé toho prostfednictvim
aktivace jiného NHR nazyvané¢ho maly heterodimerni protein SHP se FXR (Choudhuri &
Klaassen, 2021) ucastni downregulace NTCP (Appelman et al., 2021) pii cholestdze. SHP
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muze potlacit transkripci NTCP tim, Ze soutézi s koaktivatory o vazbu na ligandem
aktivovany retinoidovy X receptor, hlavni partner NHR. FXR se také podili na transkripcni
regulaci MRP2 a kontrole syntézy ZK prostiednictvim regulace 7o-hydroxylazy (CYP7A1).
Zvysené hladiny ZK v hepatocytech vyvolavaji reakci zprosttedkovanou FXR, ktera snizuje
import ZK (snizenim exprese NTCP) a jejich syntézu de novo (Heubi, Setchell, & Bove,
2018) (potladenim exprese CYP7A1) a naopak zvysuje kanalikularni export ZK aktivaci
exprese BSEP. Dva dalsi ¢lenové nadrodiny NHR reguluji hepatobiliarni receptory:
pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR). Pregnanovy X
receptor stimuluje expresi OATP2, ktery se podili na transportu zlu¢ovych kyselin a
organickych aniontii nebo kationdl, a CYP34, ktery se podili na hydroxylaci a detoxikaci ZK
zatimco CAR se podili na regulaci exprese MRP2 a MRP3 v jatrech. Kli¢ovou roli ve
zprostiedkovani suprese OATP2 ZK hraje dalsi transkripéni faktor - hepatocytarni nuklearni
faktor la (HNFla). Zmény v expresi transportéri béhem cholestazy jsou zprostredkovany
Zlu¢ovymi slozkami (hlavng ZK) a lze je vysvétlit zménami v souboru NHR (FXR, PXR a
CAR) a HNF'la. Kromé toho prozanétlivé cytokiny, které zprostiedkovavaji snizenou
genovou transkripci hepatobiliarnich transportérti pii cholestdze, ovliviiuji hladiny mRNA
nc¢kolika NHR a HNF'la, coz by mohlo vysvétlit sniZzeni rychlosti transkripce odpovidajicich
geni. A kone¢né, kromé zmén v transkripci mohou pii zménach transportéru v cholestaze hrat
roli také posttranskripéni a/nebo posttranslacni zmény. Alternativni rodina receptorti znama
jako G-protein-coupled receptorova rodina, z kterych je nejvyznamnéjsi GPBARI1 také znamy
jako TGRS (J. Y. L. Chiang & Ferrell, 2020), jsou rovnéz schopny vazat ZK (specificky
sekundarni). TGR5 (McGlone & Bloom, 2019) mé nékolik bunéénych signalnich a
imunoregula¢nich G¢inki pfi onemocnéni jater v disledku jeho pritomnosti v Kupferovych a
NK buiikéch. Navic prostfednictvim své exprese na senzorickych nervech, miize TGRS hrat
roli pfi pruritu. Rodina fibroblastovych rastovych faktori (FGF (Guthrie, Vonderohe, &
Burrin, 2022)) se sklada z 22 ptibuznych proteini. Mnoho ¢lent rodiny FGF se podili na
embryonalnim vyvoji a FGF19 méa jasné definovanou roli v buné€ném ristu a vyvoji tkani. V
dospélych tkéanich se vSak exprese FGF19 omezuje na stfevo, Zluénik a jatra. Na rozdil od
parakrinni nebo autokrinni funkce ostatnich ¢lenti rodiny FGF funguje FGF19 v dospélych
tkanich jako endokrinni faktor, coZ znamena jedine¢nou zménu funkéni aktivity. FGF19 byl
identifikovan jako metabolicky regulétor a jako aktivator hepatocelularni karcinogeneze.
FGF19 reguluje metabolismus ZK a podporuje syntézu proteinii v jatrech. Enteralni hormon

fibroblastovy ristovy faktor 19 (FGF19) se &asteéné podili na syntéze ZK mechanismem



negativni zpétné vazby. FGF19 je produkovén v reakci na absorpci ZK a nasledné piisobi na
jatra tak, Ze inhibuje cholesterol 7a-hydroxylazu (CYP7A41), enzym omezujici rychlost v
klasické cesté syntézy BA. Rozmanité spektrum funkci FGF'19 se piisuzuje jeho jedinecné
struktuie ve srovnani s ostatnimi FGF a jeho afinité k vazb¢ na povrchové receptory jeho
kognatniho heterodimeru. Pisobeni FGF19 na tyto receptory a navazujici drahy, které jsou

aktivovany tkanové specifickym zpiisobem, jsou stale aktivni oblasti zkoumani.

Hepatocelularni intrahepatalni cholestaza
Poruchy biosyntézy Zlucovych kyselin

Vrozené poruchy syntézy ZK zpiisobuiji Zivot ohrozujici jaterni selhani a progresivni
neurologické poruchy v détstvi a dospélosti. Nékteré typy a projevy onemocnéni lze 1€¢it
suplementaci ZK a proto je diileZita véasna diagnostika. Cholestaza v détském véku je
charakterizovana konjugovanou hyperbilirubinémii, zvySenymi jaternimi transamindzami a
normalni hladinou GGT. V bioptickém nalezu je velkobunécna hepatitida a Casta je i
malnutrice vitaminQ rozpustnych v tucich. Tato onemocnéni jsou zpiisobena deficitem 3f3-
hydroxysteroid-delta5-C27-steroid dehydrogenasy, delta-4-3-oxosteroid 5p-reduktasy, sterol
27-hydroxylasy, oxysterol 7a-hydroxylasy, bile acid-CoA-aminoacid N-acyltransferasy
(BAAT) and bile acid-CoA ligasy.

Priméarni ZK cholové a deoxycholova jsou syntetizovany sekvenci enzymovych
modifikaci cholesterolu, ktera zahrnuje vice nez desitku enzymi a dvé komplementérni
chemické drahy (Obr. 2). Klasicka neutralni dréha je hlavni cestou syntézy ZK a produkuje
cholovou a deoxycholovou kyselinu ve vyrovnanych mnozstvich. V této draze je limitnim
krokem enzymova modifikace probihajici v mikrozomech a ktera je katalyzovana 7a-
hydroxylasou, produktem genu CYP7A41. Farnesoid X vazany receptor (FXR) je kli¢ovy pro
regulaci CYP7A41 zluCovymi kyselinami. FXR je ¢lenem superrodiny ligandy aktivovanych
transkripcnich faktort, které plisobi na cilové geny jako monomer a heterodimer s retinoid
vazanym X receptorem (RXR (Li, Cai, & Boyer, 2021)). ZK jsou fyziologickymi ligandy
FXR, jehoz aktivace vede k upregulaci atypického jaderného receptoru malého
heterodimerniho proteinu (SHP), ktery interaguje s jaternim homolognim receptorem 1 (LRH-

1) a inhibuje schopnost LRH-1 aktivovat CYP7A41. LRH-1 je také diilezity pro expresi SHP
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genu, protoze tvorba komplexu SHP-LRH1 redukuje SHP expresi, ¢imZ sniZuje negativni

zpétny signal.
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Obr. 2 Syntéza Zlucovych Kkyselin (Inborn Errors of Bile Acid Metabolism James E. Heubi, MD,
Kenneth D.R. Setchell, PhD, Kevin E. Bove, MD (Heubi et al., 2018))

Poruchy vezikularniho transportu, konjugace a vychytavani Zlucovych kyselin

Mezi geny podilejicimi se na poruchach vezikularniho transportu se fadi V/PAR (Cullinane et
al., 2010; Qiu et al., 2019), ktery participuje na intraceluldrnim tfidéni a pfenosu
lysozomalnich proteinli a mutace v tomto proteinu maji za nasledek artrogrypdzu, renalni
dysfunkci a cholestazu-2 (ARCS2) (Cullinane et al., 2010; Qiu et al., 2019). Gen VPS33B
(Gissen et al., 2004) koéduje homolog kvasinkového vakuolarniho ttidiciho proteinu tiidy C,



Vps33, ktery obsahuje doménu diilezitou pro regulaci tvorby komplexu mezi vezikuly a cilem
a naslednou fiizi membran a jeho absence ma za nésledek artrogrypozu, renédlni dysfukci a
cholestazu-1 (ARCS1) (Gissen et al., 2004). Mezi poruchy konjugace a vychytavani ZK se
fadi tfi ze Ctyf forem familiarni hypercholanémie (FHCA). Jedna se o vzacna onemocnéni se
zvySenou koncentraci zlucovych kyselin v séru, pruritem a malabsorbci tukti zptisobena
mutacemi v genu BAAT (Carlton et al., 2003), SLC10A41 (Vaz et al., 2015), EPHXI (Peng,
Zhu, Zhong, & Levy, 2015). Gen BAAT koduje enzym, ktery katalyzuje konjugaci glycinu a
taurinu se zluovymi kyselinami a zvysuje tim jejich rozpustnost. Nekonjugované ZK
nemohou byt secernovany do zluce prostfednictvim BSEP a dochazi ke zvySeni jejich hladiny
v krvi. Gen SLC10A41 koduje transportér konjugovanych zlu¢ovych kyselin z plazmy do
hepatocytl, je lokalizovan na basolaterdlni bunééné membrané a operuje jako kotransportér
pro sodné ionty a molekuly Zlu€ovych kyselin. Reabsorpce zlucovych kyselin pomoci tohoto
transportéru se podili na enterohepatalnim cyklu zlu¢ovych kyselin. Deficit SLC10A41
podminuje konjugovanou hypercholanemii. Gen EPHX1 kéduje bifunkéni protein
exprimovany ve dvou odliSnych topologickych orientacich, jedna mé centralni roli v jaternim
metabolismu xenobiotik, zatimco druha je cilena do plazmatické membrany, kde

zprostiedkovava transport ZK zavisly na sodiku.

Poruchy sekrece Zlu¢ovych lipidii a pigmentu

Sekrece Zluce z hepatocytil je zprostiedkovana skupinou transportnich proteint,
zejména témi, které obsahuji ATP-binding cassette (ABC) (Obr. 3). Pumpa ZK
(BSEP/ABCBI11) (Strautnieks et al., 1998) je klicovy transportér zprostiedkovavajici transport
zlucovych kyselin do Zlucovych kanalkli. BSEP je exprimovan vyhradné v kanalikularni
membrané hepatocytli. Po sekreci do tenkého stfeva jsou ZK absorbovany do stievnich bungk
prostiednictvim apikalniho sodik-dependentniho transportéru ZK (ASBT/SLC10A2 (Oelkers,
Kirby, Heubi, & Dawson, 1997)) a pak sekretovany do cirkulace systému pomoci
basolateralnich heterodimernich transportérit OSTa-OSTP (OSTA (Gao et al., 2020) a OSTB
(Sultan et al., 2018)). Basolateralni membrana hepatocytii obsahuje nékolik transportérti ZK
slouzicich k jejich absorpci ze sinusoidalni krve. Hlavnim transpotrétem konjugovanych ZK
je Na+ - taurocholat ko-transportni polypeptid NTCP (SLC10A1), na resorpci
nekonjugovanych ZK se podileji OATP1B1 a OATP1B3 (SLCOIBI (van de Steeg et al.,
2012) a SLCO1B3 (van de Steeg et al., 2012)).



Posledni dva transportéry také zprostiedkovavaji vychytavani bilirubinu a dalSich
organickych aniontd.. Konjugovany bilirubin a organické anionty jsou vylucovany do zluce
pomoci kanalikuldrniho multidrug resistance-associated proteinu 2 MRP2 (4BCC2 (Zimniak,
1993)) a v mensi miie také ABCB2. Konjugovany bilirubin je z¢asti exkretovan pies
sinusoidalni membranu do krve pomoci MRP3 (ABCC3 (Uchiumi et al., 1998)) a nasledné
reabsorbovan diky OATP1B1 a OATP1B3. Fosfatydylcholin je pfenaSen MDR3 (4BCB4
(Deleuze et al., 1996)) do zevniho listu kanalikularni membrany a poté extrahovan zlu€ovymi
solemi do zluce, kde tvoii micely. Kombinace cholesterolu a sfingomyelinu v zevnim listu
kanalikularni membrany &ini membranu vysoce rezistentni proti detergentnim u¢inktim ZK.
Flipaza FIC1 (ATP8B1 (Bull et al., 1998; Klomp et al., 2004; Trauner, Meier, & Boyer,
1998)) funguje jako prenasec fosfatidylserinu zpét z vnéjsiho do vnitiniho listu kanalikularni
membrany, ¢imZ zajiStuje jeji integritu. Navic je FIC1 nezbytny pro funkéni expresi BSEP a
MDR3. Hepatocyty a zlu¢ovy epitel jsou chranény pied detergentnim u¢inkem ZK
prostfednictvim funkce MDR3 a FIC1. Heterodimerni transportér ABCGS5/8 (Berge et al.,

2000) zprostiedkovava transport cholesterolu pres kanalikularni membranu.

OSTa and/or OST

Cholesterol

~ —(CYPIAL 5
SHP
> FXR
SHP

Obr. 3 Molekulirni mechanismus jaternich transportnich proteinii BA —Zlu¢ové kyseliny,
Bili — konjugovany bilirubin, PS - fosfatidylserin, PC - fosfatidylcholin, Cl" — chlorid, HCO; - hydrogenuhlicitan
(Amy G Feldman, Ronald J Sokol Neonatal cholestasis: emerging molecular diagnostics and potential novel
therapeutics (Feldman & Sokol, 2019))



Vrozené poruchy sekrece zlu¢ovych lipida zahrnuji pfedev§im poruchy sekrece
primarnich, sekundarnich a terciarnich ZK, fosfatidylcholinu a neesterifikovaného
cholesterolu. Do této skupiny fadime piredevsim syndromy PFIC (progresivni familiarni
intrahepatalni cholestaza). PFIC1 (Bull et al., 1998; Klomp et al., 2004; Trauner et al., 1998)
je zpusobeny mutacemi v genu ATP8B1 kédujicim ATPazu FIC1, PFIC2 (Strautnieks et al.,
1998) zahrnujici mutace v genu ABCBI1 kédujicim ATP-dependentni pumpu ZK BSEP,
PFIC3 (Deleuze et al., 1996) je defektni v genu 4BCB4 a kdduje fosfolipidovy transportér
MDR3. Patii sem rovnéz syndrom BRIC - benigni rekurentni intraheptalni cholestaza

zpiisobend mutacemi v genech ABCB11 (van Mil et al., 2004) a ATP8B1 (Bull et al., 1998).

Deficit ABCC?2 je pticinou konjugované zloutenky Dubin-Johnsonova typu, deficit
OATPI1BI1 a OATP1B3 zpisobuje digenné dédi¢ny Rotoritv syndrom (van de Steeg et al.,
2012).

Duktalni intrahepatalni cholestaza
Malformace duktalni ploténky

Duktalni ploténka je dvouvrstva cylindricka struktura zlu¢ovodu pfitomna v raném
stadiu embryonalniho vyvoje. Zlu¢ovody jsou za normalniho stavu vytvofeny remodelaci a
¢astecnou involuci téchto duktalnich plotének. Zastaveni nebo naruSeni tohoto procesu
zpisobuje pretrvani nadbytecnych embryonalnich struktur zlu¢ovodi, které jsou
pozorovatelné mikroskopicky nebo makroskopicky. Duktélni ploténka davé vznik zlu¢ovému
systému a jeji defekt zpisobuje nadbytek embryonalnich Zlu€ovodl a abnormality vétvi
portalni zily. Patologické charakteristika je do zna¢né miry ur€ena stadiem vyvoje plodu a
podili se na ni dysfunkce fasinek cholangiocytii. Zlu¢ovody vznikaji z primitivnich
hepatoblastl obklopujicich mezenchymalni tkan v misté vétveni portalni zily. V 10. tydnu
vyvoje se tvoii bunéény provazec (ductal plate), jenz se nasledne remodeluje epitelidlni
proliferaci a apoptozou. Defekt duktalni ploténky na trovni mensich interlobularnich
zlu€ovodt zplisobuje kongenitéalni jaterni fibrozu, naproti tomu vétsi intrahepatalni zZlu¢ovody
jsou postizeny u pacientll s Caroliho chorobou - jedna se tedy o fibrocystickd onemocnéni

jater. Radi se sem také Meyenburgovy komplexy, coZ je benigni postiZeni jater v podobé

10



mnohocetnych dilatovanych zlu¢ovych kanalki, které jsou obklopeny fibroznimi hamartomy

imitujicimi metastatické nadorové bujeni.
Vrozené poruchy tésnych spojeni

Gen TJP2 koduje tight junction protein 2, ktery se podili na konfiguraci endotelidlnich a
epitelidlnich spojeni navazanim na transmembranové proteiny (napt. Claudin 1) a jejich
propojenim s aktinovym cytoskeletem. Deficit TIP2 (Sambrotta et al., 2014) zptisobi

netésnost vystelky zlu¢ového stromu a umozni tnik zZluce do krve (tzv. biliary leak).

Dalsi autosomalné recesivni syndrom (ILVASC) (Hadj-Rabia et al., 2004) zpiisobeny
poruchou tésnych spojeni zahrnuje ichty6zu, leukocytarni vakuoly, alopecii a sklerozujici

cholangitidu a podmifuji ho mutace v genu CLDNI, ktery koduje protein claudin 1.

1.1.3 Familiarni intrahepatalni cholestazy

Familidarni intrahepatalni cholestiazy s normalni aktivitou

gamaglutamyltransferazy

Progresivni familiarni intrahepatalni cholestazy (PFIC) (Henkel et al., 2019) jsou monogenni
recesivni onemocnéni nékolika typil a genli, miZeme je rozdélit podle sérové aktivity
gamaglutamyltransferazy (GGT, Tab. 1, 2). Cholestdza s nizkou aktivitou GGT je obecné
podminéna poruchami syntézy ZK, jejich konjugace, sekrece do Zlu¢e nebo unikanim zluée
do krve pfi netésnosti vystelky Zlucovych cest. VétSina cholestaz s nizkou aktivitou GGT ma
dédi¢nou pfic¢inu. Mezi PFIC s normalni aktivitou GGT patii pfedev§im PFIC1 a PFIC2.
PFICI je podminéna mutacemi v genu A7PS8B1 na chromosomu 18, ktery koduje protein
FIC1. Jedna se o flipazu translokujici aminofosfolipidy z vnéj$i na vnitini kanalikuldrni
membranu hepatocytti. PFIC2 je zptisobena mutacemi v genu ABCB11 na chromosomu 2,
ktery koduje pumpu zlucovych kyselin BSEP. Mutace v ABCB11 maji za nasledek hromadéni
zlucovych kyselin v hepatocytu a jeho naslednou destrukci. PFIC2 je rychleji progredujici
onemocnéni nez PFIC1 a vede Casto k rozvoji hepatocelularniho karcinomu. Dalsi
cholestazou s normélni GGT je PFIC4 podminéna mutacemi v genu 7.JJP2 lokalizovaném na
chromosomu 9, ktery se podili na stabilizaci a tésnosti mezibunéénych spojeni. Membrany
hepatocytli k sobé ptiléhaji v ptipojenich se zlu¢ovymi kandlky a povrchy bazolateralnich
membran hepatocyta tvofi té€sna spojeni nezbytna k oddéleni zluce od plasmy. Cholestazou
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s normalni aktivitou GGT je PFIC5 (Gomez-Ospina et al., 2016) zplisobena mutacemi v genu
NRI1H4 na chromosomu 12, kédujicim protein FXR (Farnesoid X-vazany receptor). ZK jsou
piirozenym ligandem pro FXR. Po jejich navazani, podobné¢ jako u jinych nuklearnich
receptort, dojde k translokaci do bunécného jadra a tvorbé dimeru s RXR. Dimer se vaze na
hormon odpovidajici element a indukuje expresi malého heterodimerniho partnera (SHP),
ktery funguje jako supresor exprese genu CYP7A1. Tato negativni zpétna vazba inhibuje
syntézu zlucovych kyselin, pokud je jejich koncentrace v buinice vysoka. PFIC6 (Gao et al.,
2020) je podminéna mutacemi v genu SLC5/A4 na chromosomu 3, kodujicim protein OST-
alfa, ktery je lokalizovan na bazolateralni membran¢ cholangiocyti a podili se také na sekreci
7K z enterocytd. PFIC7 je podminéna mutacemi v genu USP53 (Maddirevula et al., 2019)
(Obr. 4).

Familidarni intrahepatalni cholestazy se zvySenou aktivitou GGT

Mezi cholestazy s vysokou sérovou aktivitou GGT patii pfedev§im PFIC3. PFIC3 je
podminéna mutacemi v genu ABCB4 lokalizovaném na chromosomu 7, ktery kdéduje protein
MDR3. Ten zprostfedkovava prenos aminofosfolipidil v vnitini na vnéjsi kanalikuldrni
lipidovou dvojvrstvu. Pokud dojde k naruSeni transportu fosfolipidi, dochazi k tvorbé
nestabilnich micel. Vysoka koncentrace volnych Zlucovych kyselin ve ZIu¢i vede k poSkozeni
vystelky Zlucovych cest. PFIC8 (Unlusoy Aksu et al., 2019) je podminéna mutacemi v genu
KIF12 na chromosomu 9, ktery kdduje protein kinesinl2. Ten je ¢lenem kinesinové
superrodiny motorickych proteint spojenych s mikrotubuly, jeZ se podileji na organizaci
cytoskeletu a intracelularnim transportu. Pfedpoklada se, Ze cholestaza z deficitu KIF12 je
vysledkem narusené polarity hepatocyti, kterd ovlivni jaterni transportéry i proteiny
zajistujici tésna spojeni hepatocytli. Dalsi cholestazou s vysokou sérovou hladinou GGT je
variabilni multisystémovy autosomalné dominantné dédi¢ny Alagilletiv (Kriegermeier &
Green, 2020) syndrom 1. typu (ALGS1) (Oda et al., 1997) s inkompletni penetranci, ktery je
podminén mutacemi v genu JAG/ na chromosomu 20, ktery koéduje protein jaggedl. Tento
protein je ligandem pro notchl receptor, ktery se podili na mezibunécné signalizaci béhem
embryonalniho vyvoje. Popsén je rovnéz Alagilletiv syndrom 2. typu (ALGS2) (McDaniell et
al., 2006) podminény mutacemi v genu NOTCH?2 na chromosomu 1, ktery kdduje protein
,INOTCH homolog 2. Signaliza¢ni kaskada jagged1-notch2 je dileZzita pro rozpoznavani
bun¢k, které zahrnuje mechanismy genové regulace, jez fidi cetné procesy diferenciace bunck

béhem embryonalniho a dosp€lého zivota. ALGS je definovan nedostatkem intrahepatalnich
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zlucovych cest ve spojeni s péti hlavnimi klinickymi abnormalitami: cholestazou, srde¢nim
onemocnénim, abnormalitami skeletu, o¢nimi abnormalitami a charakteristickym fenotypem
obliceje. Klinicky projev ALGS1 a ALGS?2 je stejny, mutace v genu NOTCH?2 jsou vSak
mnohem vzacnéjsi.

U cholestaz PFIC 9 (Luan et al., 2021) a PFIC 11 (Pan et al., 2021) zpisobenych mutacemi
v genech ZFYVE19 resp. SEMA7A zatim neni pln€ objasnén mechanismus, kterym vznika

jaterni postizeni.

Tab. 1 Historicky prehled dédi¢nych cholestatickych syndromii

Rok Gen Protein Fenotyp

ICP
1998 ATPSBI FIC1 BRIC

PFIC 1 (Trauner et al., 1998)

ICP

DIC
1998 ABCBI11 BSEP LPAC

BRIC

PFIC 2 (Strautnieks et al., 1998)

ICP
1996 ABCB4 MDR3 DIC

LPAC

PFIC 3 (Deleuze et al., 1996)
2014 TJP2 TJP2 ICP

PFIC 4 (Sambrotta et al., 2014)
2016 NRIH4 FXR ICP .

PFIC 5 (Gomez-Ospina et al., 2016)
2020 SLC514 OST_-OST_ | PFIC 6 (Gao et al., 2020)
2019 USP53 USP53 protein | BRIC

PFIC 7 (Maddirevula et al., 2019)
2019 KIF12 KIF12 PFIC 8 (Unlusoy Aksu et al., 2019)
2021 ZFYVEIY9 ZFYVEI19 PFIC 9 (Luan et al., 2021)

BRIC
2017 MYOS5B MYO5B MYO5B-PFIC

PFIC 10 (Gonzales et al., 2017)
2021 SEMA7A SEMA7A PFIC 11 (Pan et al., 2021)
2019 VPS33B VPS33B PFIC 12 (Qiu et al., 2019)

ICP — intrahepatalni cholestaza v t€hotenstvi, DIC — Iéky vyvolana cholestaza, LPAC — cholestaza s nizkymi
fosfolipidy, BRIC — benigni rekurentni intrahepatalni cholestaza, PFIC — progresivni familiarni intrahepatalni

cholestaza
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Tab. 2 Rozdéleni dédi¢nych cholestaz dle OMIM, jejich dédi¢nost a kausativni geny

Syndrom

Dédicnost

Gen

PFIC1 (OMIM #211600) a
BRIC1 (OMIM #243300)

AR, inkompletni penetrance

ATPS8BI1 (P-type ATPase, class 4,
type 8B, member 1)

AR s inkompletni penetranci

PFIC2 (OMIM #601847) a AR ABCBI1 (ATP Binding Cassette,

BRIC2 (OMIM #605479) sub-family B, member 11)

PFIC3 (OMIM #602347) AR ABCB4 (ATP Binding Cassette,
sub-family B, member 4)

GBD1 (onemocnéni zluéniku | AR a AD s inkompletni ABCB4

1 OMIM #600803, syn. Low | penetranci

Phospholipid-Associated

Cholelithiasis)

ICP1 (intrahepatalni AD ATP8BI

tehotenska cholestaza OMIM | AR nebo AD

#147480) ABCB4

ICP3 (OMIM #614972)

FHCA (OMIM #607748) komplexni BAAT (Bile Acid CoA:Amino acid
N-acyltransferase)

komplexni TJP2 (Tight Junction Protein 2)

EPHX]I (microsomal Epoxide
Hydrolase 1)

ILVASC (OMIM #607626) | AR CLDNI (Claudin 1)

ARCS1 (OMIM #208085) AR VPS33B (Vacuolar Protein Sorting
33B)

ARCS2 (OMIM #613404) AR VIPAS39 (VPS33B Interacting
Protein, Apical-basolateral polarity
regulator, SPE39 homolog)

ALGS1 (OMIM #118450) AD JAGI (Jagged 1)

ALGS2 (OMIM #610205) AD NOTCH2

AR-autosomalné recesivni, AD-autosomalné dominantni
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Obr 4. Progresivni familiarni intrahepatalni cholestazy ARE apikélni recykla¢ni endozom, ASBT
apikalni sodik-dependentni transportér zZlucovych kyselin, AP aminofosfolipidy, BA Zlucové kyseliny, BSEP
pumpa zlucovych kyselin, CFTR regulator transmembranové vodivosti cystické fibrozy, CYP7A1 cholesterol
7a-monooxygenaza, ER endoplasmatické retikulum, FGF19 fibroblastovy rustovy faktor 19, FGFR14 receptor
fibroblastového riistového faktoru 4, FIC1 protein falmilidrni intrahepatalni cholestazy typu 1, FXR farnesoidni
X receptor, HNF-1B hepatocytarni nuklearni faktor 1beta, JAG-2 Jagged canonical Notch ligand 2, KIF12 ¢len
rodiny kinesinu 12, MDR protein multilékové resistence, MRP protein multidrogové resistence, NICD
intracelularni doména Notch, NTCP polypeptid kotransportujici taurocholat sodny, OATP polypeptid
transportujici organické anionty, OST o/p pienase¢ organickych slozek, PC fosfatidylcholin, PS fosfatidylserin,
PFIC progresivni familiarni intrahepatalni cholestaza, TGRS receptor zlu¢ovych kyselin spfazeny s G-proteinem,
TJP2 gen proteinu tésného spojeni 2, USP53 ubikvitin-specificka peptidaza 53, VIPAR VPS33B interagujici
protein, regulator apikalni-bazalni polarity, VPS33B protein asociovany s vakuolarnim proteinem 33B (Vitale et
al., 2022)

ENTEROCYTE

1.1.4. Ciliopatie

Cilie (Huang, Hirota, & Sawamoto, 2009) jsou specializované smyslové organely, které
vyCnivaji z apikdlniho povrchu vétSiny typt bunck (Fliegauf, Benzing, & Omran, 2007) (Obr.
5). V poslednich dvou desetiletich bylo zjisténo, Ze hraji dlezitou roli ve vyvoji tkani a
pienosu signall, pficemz mutace v proteinech spojenych s ciliemi vedou ke skupiné
onemocnéni souhrnné oznacovanych jako ciliopatie (Obr 6). Mnohé z téchto mutaci se
projevuji jako renalni ciliopatie (Horani & Ferkol, 2021), charakterizované dysfunkci ledvin v
diisledku aberantnich cilii nebo cilidrnich funkci. Tato skupina piekryvajicich se a geneticky
heterogennich onemocnéni zahrnuje polycystickou chorobu ledvin, nefronoftizu (NPHP) a

Bardet-Biedlav syndrom (BBS). Renalni ciliopatie jsou charakterizovany piitomnosti
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ledvinovych cyst, které vznikaji v disledku nekontrolované proliferace, ristu a polarity
epitelidlnich bun¢k v ndvaznosti na dysregulovanou signalizaci z&vislou na ciliich. V
dasledku poskozeni ledvin cystami a systémového zanétu dochazi v téchto pripadech k
selhani ledvin, které vyzaduje dialyzu a transplantaci. V soucasné dob¢ bylo objeveno vice
nez 950 gent souvisejicich s ciliemi a jejich ptislusnymi proteiny, jejichz mutace mohou byt
spojeny s lidskymi onemocnénimi (van Dam et al., 2019). Dysfunkce cilii obvykle vede k
pleiotropnim klinickym projeviim, které se projevuji Sirokou distribuci a riznou funkcnosti.
Siroké spektrum vice nez 35 lidskych genetickych onemocnéni, znamych jako "ciliopatie",
bylo spojeno s vice nez 180 prokdzanymi proteiny asociovanymi s ciliopatiemi (Fliegauf et

al., 2007; Reiter & Leroux, 2017; Wheway et al., 2015).

Cilie jsou specializované mikrotubulérni vybezky, které se podle své axonemalni architektury
déli na pohyblivé (9+2) nebo nepohyblivé (9+0; Obr. 5) (Knodler et al., 2010). Ackoli 75 %
strukturnich komponent je spole¢nych, pouze druhé jmenované, které se vyznacuji absenci
centralniho mikrotubularniho (MT) dubletu, jsou vSudyptitomné v celém lidském téle
(Ishikawa, Thompson, Yates, & Marshall, 2012). Tyto nemotorické neboli "primarni cilie"
jsou hlavné senzorické a signalni transduk¢ni organely, ¢asto oznaované jako bunécné
antény (Singla & Reiter, 2006). Receptory a signalni molekuly jsou soustfedény uvnitf
primarnich fasinek a jsou oddéleny od zbytku plazmatické membrany. Cilie maji tlohu
komunikacniho uzlu, ktery umoZiiuje prevadét extracelularni informace do navazujicich
intracelularnich signalnich drah a spoustét tak prislusné fyziologické reakce (Nachury, 2014).
Vzhledem k neschopnosti cilii syntetizovat vlastni proteiny, vyuZivaji specificky
intraflagelarni transportni systém (IFT) k vezikularnimu transportu téchto proteinti po ciliich.
IFT-A a -B, se pohybuji podél axonemu MT a provadéji anterogradni, respektive retrogradni
transport ciliarnich proteint. Systém IFT reguluje vstup a vystup proteinti, mutace, které
ovliviiuji funkei IFT, vedou k defektlim cilii a podileji se na fad¢ ciliopatii. Pfechodova zéna
(PZ) odd¢€luje cilie od zbytku plazmatické membrany a vyzaduje transport vezikul pro pohyb
do této zény a z ni. PZ ktera se nachazi smérem k distalnimu konci bazéalniho téliska a je
vymezena piitomnosti Y-vazby a prechodovych vldken, je difuzni bariérou, kterd kontroluje
vstup a vystup vice nez 700 cilidrnich proteinti do cilie, v€etné axonemalnich prekurzort,
ptfidruZzenych signalnich molekul a dalSich. Inversinovy kompartment, distaln€ od PZ, je
samostatnou molekularni podsekci primarnich cilii charakterizovanou lokalizaci proteinu
inversinu (INV), ktery je kodovan NPHP2, vyznamnym genem spojenym s NPHP. V ramci

PZ zprostfedkovava tvorbu, funkci a pohyb cilii cela fada velkych nadmolekularnich
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proteinovych komplext. Tyto komplexy jsou pojmenovany podle onemocnéni nebo ciliopatii
spojenych s mutacemi jejich specifickych genil a patii mezi n¢ komplexy BBS, Meckeltv
syndrom (MKS) a NPHP. Ciliopatie se vyznacuji postizenim zakladniho souboru tkani:

sitnice, mozku a ledvin i jater.

V jatrech hraji primarni cilie dilezitou ulohu pfi tvorbé duktalnich destic¢ek. Jsou zodpovédné
za signalizaci regrese a reorganizace duktalni ploténky do Zlucovych cest. Naruseni tohoto
procesu muze vést k proliferaci extracelularni matrix, coz vede ke vzniku fibréznich
portalnich cest, nebo muze vést k dilataci zlu€ovych cest.

Fenotyp onemocnéni je heterogenni a zahrnuje nasledujici: (1) vrozena jaterni fibréza (VJF),
ktera se tykd pouze na fibrdzni portalni cesty; (Smith et al.) Caroliho nemoc (CD), kter4 je
definovéna jako dilatace cystickych kanalki; a (Ishikawa et al.) Caroliho syndrom (CS), ktery
se projevuje kombinaci obou znak, jaterni fibrozy a dilatovanych cystickych kanalkd.
Existuji 1 dalsi ciliopatie s nealkoholickym ztu¢nénim jater (NAFLD) jako soucast fenotypu,
napiiklad BBS (Muller et al., 2010) a Alstromtiv syndrom (Collin et al., 2002). Pacienti s
jaternim onemocnénim spojenym s primarnimi ciliopatiemi maji obvykle zachovanou
syntetickou funkeci jater, protoze jaterni parenchym neni z velké ¢asti postizen. Primarnimi
dasledky jaterni fibrézy a dilatace jaternich cystickych kanalki jsou portalni hypertenze
(pHTN) a cholestaza. Varicealni gastrointestindlni (GI) krvéaceni, splenomegalie, a
trombocytopenie jsou béZnymi nésledky pHTN, zatimco u podskupiny pacientli s cholestazou
se muze vyskytnout recidivujici cholangitida i cholangiokarcinom. Cystické onemocnéni
ledvin je Casto prezentujicim onemocnénim v détském véku (Tab. 3), pficemz autozomalné
recesivni (AR) polycystické onemocnéni ledvin (ARPKD) (Ward et al., 2002) je nejcast&jsi a
postihuje 1 z 20 000 narozenych. U téchto pacientl existuje Siroké spektrum onemocnéni
ledvin, pficemz u vice nez 50 % z nich dochdzi ke konecnému stadiu onemocnéni ledvin pied
dosazenim dospélosti. Autozomalné¢ dominantni (AD) polycystickd choroba ledvin (ADPKD)
(Mochizuki et al., 1996; Peral et al., 1995) je nejcastéjsi ciliopatii, ktera se vSak ziidkakdy
projevuje v détstvi. Pro onemocnéni PKD je charakteristickd oboustranna pfitomnost cetnych
cyst naplnénych tekutinou v ledvinném parenchymu v disledku abnormélné vysoké miry
nespravné orientované bunécéné proliferace, exprese sekrecniho fenotypu, snizené apoptozy,
hromadéni tekutiny a zménéného ttidéni proteint (Obr. 6).

Souhrnné lze fici, Ze jaterni ciliopatie jsou zvlastni skupinou poruch, které umoziuji

nahlédnout do vyvoje hepatobiliarniho systému.
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Tab. 3 Ciliopatie s jaternim fenotypem

Onemocnéni Dédicnost | Klinické projevy Gen Prevalence
ARPKD* AR casné ledvinové cysty, PKHDI 1:20,000
jaterni fibroza
Meckel-Grubertiv syndrom AR ledvinové cysty, MKS1, 1:140,000
(Coppieters, Lefever, Leroy, polydaktylie, opozdény TMEMG67,
& De Baere, 2010; Delous et vyvoj, anomdlie CNS, CEP290,
al., 2007; Kyttala et al., vrozené srde¢ni vady, RPGRIPIL,
2006; Smith et al., 2006; rozstép rtu, rozstép patra, | CC2D2A4
Tallila, Jakkula, Peltonen, malformace duktalni
Salonen, & Kestila, 2008) ploténky
Joubertlv syndrom a AR anomalie CNS, opozdéni | AHII, NPHPI, | 1:100,000
ptibuzna onemocnéni veetne vyvoje, ataxie, retinitis CEP290,
COACH syndromu* pigmentosa, polydaktylie, | TMEMG67,
(Brancati et al., 2009; rozs§tép rtu, rozstép patra, | RPGRIPIL,
Cantagrel et al., 2008; cystické onemocnéni ARLI3B,
Delous et al., 2007; Ferland ledvin a jaterni fibr6za CC2D24
et al., 2004; Noor et al.,
2008; Parisi et al., 2004;
Sayer et al., 2006)
Bardet-Biedltiv syndrom AR obezita, polydaktylie, BBS1, BBS2, 1:100,000
(Billingsley, Vincent, opozdény vyvoj, retinitis | BBS4, BBSS,
Deveault, & Heon, 2012; pigmentosa, anomalie BBS7, BBSY,
Bujakowska et al., 2015; A. ledvin, anosmie, BBS10,
P. Chiang et al., 2004; Leitch hypogonadismus, vrozené | BBS12, ARL6,
et al., 2008; Locke, Tinsley, srde¢ni vady MKKS, TTCS,
Benson, & Blake, 2009; TRIM32,
Nachury et al., 2007; MKS]1,
Scheidecker et al., 2014; CEP290,
Slavotinek et al., 2000) IFT172,
SDCCAGS
Oral-facial-digital syndrom X-vazana polydaktylie, rozstép rtu, | OFDI 1:100,000
typ I (Ferrante et al., 2001) roz§tép patra, mozkové
anomalie, opozdény
vyvoj, ledvinové cysty
Jeunetv syndrom* (Beales et | AR deformace hrudniho kose, | /FT80 vzacné
al., 2007) ledvinové cysty, retinitis
pigmentosa, dysplazie
skeletu, polydaktylie.
Kranioektodermalni AR abnormality skeletu, IFTI22, vzacné
dysplasie (Arts et al., 2011; brachydaktylie, retinis WDRI19,
Bredrup et al., 2011; Gilissen pigmentosa, ektodermalni | WDR35,
et al., 2010; Walczak-Sztulpa defekty, nefronoftiza se IFT43
etal., 2010) selhdnim ledvin, jaterni
fibr6za, srdecni vady
Ellis-Van Creveldiv AR chondrodystrofie, EVC, EVC2 vzacné
syndrom (Galdzicka et al., polydaktylie,
2002; Ruiz-Perez et al., ektodermalni dysplazie,
2007) vrozené srdeCni vady
Saldino-Mainzerv syndrom | AR onemocnéni ledvin, oni | IFT140 vzacné

(Perrault et al., 2012)

problémy a kosterni
abnormality
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ADPKD AD ledvinové cysty, jaterni PKDI, PKD2 | 1:1,000
cysty, intrakranialni
aneuryzma, akutni a
chronicka bolest a
nefrolitidza
Nefronoftiza (Doherty et al., | AR ledvinové cysty, NPHPI, INVS, | 1:100,000
2010; Halbritter et al., 2013; intersticialni nefritida, NPHP3,
Hoff et al., 2013; Mollet et jaterni fibroza, retinitis NPHPA,
al., 2002; Olbrich et al., pigmentosa 10CBI,
2003; Otto et al., 2005; Sayer CEP290,
et al., 2006; Schon et al., RPGRIPIL,
2002) NEKS8

Diamond T, Nema N, Wen J. Hepatic Ciliopathy Syndromes (Diamond, Nema, & Wen, 2021), *syndromy
nejsvice spojené s malformacemi duktalnich plotének
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Obrazek 5. Struktura cilie zaloZena kolem centralniho axonému. Nepohybliva cilie méa 9
vné&jsich mikrotubularnich dublet, ale nema centralni dubletu. Ciliarni komponenty, receptory a signalni proteiny
jsou na axonému piepravovany v anterogradnim a retrogradnim sméru pomoci intraflagelarnich transportnich
komplext (IFT) IFTA a IFTB, které zapojuji dynein II, resp. kineziny (modry ramecek). Komplex BBSome
napomaha dopraveé na bazi cilie a poté spolupracuje s I[FT. Cilie vyrusta z matetské centrioly v bazalnim télisku a

zakladna cilie je od cytoplazmy oddé€lena pfechodovou zénou, ktera je definovana pfitomnosti Y-vazby.

Primarni cilie je vzty¢ena v klidovych buiikach a pfed bunéénym délenim se rozpada (Ciliopathies and the
Kidney: A Review Dominique J. McConnachie 1, Jennifer L. Stow 2, Andrew J. Mallett (McConnachie, Stow,

& Mallett, 2021)).
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Obr. 6 Ciliopatie a souvisejici genotypy. Zkratky: ADPKD, AD polycystické onemocnéni ledvin;
ARPKD, autozomalng recesivni polycystické onemocnéni ledvin; BBS, Bardet-Biedltv syndrom; JBTS,
Joubertiv syndrom; MKS, Meckel-Gruberiv syndrom; NPHP, nefronoftie; PC1(Smith et al.), polycystin
1(Smith et al.); SLS, Senior-Lokentiv syndrom (Ciliopathies and the Kidney: A Review. Dominique

J. McConnachie !, Jennifer L. Stow 2, Andrew J. Mallett.(McConnachie et al., 2021)).

1.2 Statinové myopatie

1.2.1 Metabolismus cholesterolu

7oL v W

Cholesterol je mezi biologickymi molekulami jedine¢ny tim, Ze u €lovéka plni nescetné
mnozstvi zakladnich funkci. Cholesterol je v Zivocisné 1isi vSudypiitomny, od reprodukce
pfes transport Zivin az po aktivaci bunéénych procesti. Vzhledem k jeho vyznamu je jeho
koncentrace peclivé regulovana n€kolika zpétnovazebnimi mechanismy, jejichZ Gstfednim
mistem jsou jatra. Lidsky organismus ma omezenou schopnost katabolizovat cholesterol. Ke
katabolismu mtize dochazet pti tvorbé ZluCovych kyselin, steroidogenezi a metabolickych

procesech v mozku.
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Struktura cholesterolu ma tii hlavni domény - proximalni hydrofilni konec, distalni
hydrofobni konec a centralni strukturu ¢ty kruhtl, ktera dava molekule extrémni tuhost. Diky
této struktufe se cholesterol podili na mnoha riznych funkcich, které maji zdsadni vyznam pro
fungovani bun¢k. Vétsina cholesterolu je zabudovana v bunécné membrané a zajist'uje tuhost
buiiky, ¢imz odpada potieba bunééné stény. Cholesterol také urcuje propustnost buiiky pro
ionty a plyny. Cholesterol rovnéz zajistuje usporadani mnoha bunéénych receptorti a
pienasecu, které by za normalnich okolnosti nahodné pluly po celé plazmatické bunécné
membran€. V neposledni fadé mize vytvaret "rafty", které rozd€luji bunécné procesy v
bunééné membrang, a tim organizuji signalni molekuly, transport membranovymi proteiny a

regulaci neurotransmise.

Cholesterol je strukturni molekulou vSech zivo¢isnych bunéénych membran a ovliviiuje jejich
fluiditu. Jeho patogenni role pii aterosklerdze byla v poslednich tiech desetiletich peclivé
vymezena. Nedavné objevy dodaly vyznamu této molekuly nékolik novych rozméra.
Identifikace specifického cholesterolového receptoru ve stieve a v hepatocytu vedla k
Sirokému pouzivani ezetimibu a jeho uloze pii snizovani vyskytu kardiovaskuldrnich
onemocnéni s minimem vedlej$ich ucinki. Byla definovéana tiloha cholesterolu jako pfenasece
dvou vitamint rozpustnych v tucich u jedincti s hypobetalipoproteinémii a nutna

suplementace vitaminu E u téchto jedinct.

Cholesterol ma specificky receptor pro vstiebavani ve stfevech. Ackoli je cholesterol
klasifikovan jako "tuk", jeho vsttebavani ve stievech je odlisné od vstiebavani jinych druhi
tuk?i. Byl popsan jedine¢ny stfevni receptor pro cholesterol a rychlost jeho vstiebavani pfimo
souvisi s aktivitou téchto receptorti. Tento receptor byl oznacen jako Niemann-Pick C-1 like-1
protein (NPCIL1 (Temel et al., 2007)) receptor, protoze jeho aminokyselinova sekvence sdili
caste¢nou homologii s abnormalnim receptorem NPC1 u Niemann - Pickovy choroby typu C
(vzacné poruchy ukladani lipidit). Tento receptor neni zcela specificky pro cholesterol,
protoze pienasi také rostlinné steroly. Po vstiebani do enterocytu jsou rostlinné steroly
normaln¢ transportovany zpét do stievniho lumen pomoci heterodimerniho transportéru
ABCG5/ABCGS, ze kter¢ho jsou odstranény stolici. Pokud tyto transportéry fungu;ji
nedostatecné, dochazi k nadmérnému transportu sterolit do systémové cirkulace, coz vede k
sitosterolémii, onemocnéni charakterizovanému xantomy a patologickymi kardiovaskularnimi
piihodami. Receptor NPC1L1 je rovnéz lokalizovan na kanalikularni membrané hepatocytii a

reguluje sekreci cholesterolu do zluce. Podobné jako ve stfeveé usnadiiuje tento receptor
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zpétné vychytavani cholesterolu vyluc¢ovaného do Zluce prostfednictvim transportéru
ABCG5/ABCGS. Ve stieve vylucuji obligatni heterodimerni ABCG5/ABCGS transportéry
piedevsim rostlinné steroly zpét do stifeva. Na kanalikuldrni membrané hepatocytt, kde je
koncentrace rostlinnych sterolit velmi nizka, vSak transportuji predevsim cholesterol. Jatra
(podobné jako stfevo) tedy maji na rozhrani jater a Zlu¢ovych cest schopnost obousmérného

transportu cholesterolu.

Samotny cholesterol v plazmé necirkuluje ve vyznamném mnozstvi, protoze je v ni malo
rozpustny. Hlavni formou cirkulujiciho cholesterolu je komplex triglyceridi a cholesterolu ve
formé remnantnich ¢astic lipoproteinii po hydrolyze triglyceridu lipoproteinovou lipazou.
Tyto remnantni ¢astice pochazeji bud’ z chylomikronii vylu€ovanych ze stfeva, nebo z
endogennich lipoproteinti s velmi nizkou hustotou vylu¢ovanych z jater. S prvnim typem
¢astic nazyvanych chylomikron remnants je asociovany apolipoprotein apo-B48, s druhym
typem nazyvanym LDL je asociovany apo-B100. Oba tyto apoproteiny jsou produktem
stejného genu, ale enterocytarni RNA kddujici apo-B100 je editovana,tak, Ze se z ni piepisuje
apo-B48. Zbytky chylomikronii obsahujici pfedevs§im estery cholesterolu, apo-E a apoB-48
jsou rychle vychytavany jatry. Zbytky prochéazeji endotelovou vystelkou jaterniho sinusoidu a
v Disseho prostoru interaguji se specifickymi receptory a heparinem sulfatovanymi
proteoglykany (HSPG). Hepatocytarni vychytavani zbytkt je zah4jeno sekvestraci ¢astic na
HSPG, po niZ nasleduje receptorem zprostfedkovana endocytoza zbytkili. Receptorem
zprosttedkovany endocyticky proces mtize byt zprostfedkovan LDL receptory (LDLR) a/nebo
proteinem souvisejicim s LDL receptory (LRP). Na interakci zbytki s HSPG se podili apo-
B48 a na interakci s LDLR nebo LRP se podili apo-E (Obr. 7).

Remnantni ¢astice jsou vice aterogenni nez lipoproteiny LDL, piedevs§im proto, ze jsou
zanétlivé a nevyzaduji oxidaci, aby byly vychytavany subendotelidlnimi makrofagy. Za
normalnich okolnosti jsou odstrafiovany jatry sloZitymi mechanismy, na nichZ se podili
ptedevsim lipoprotein apo-E. Genetické onemocnéni, nazyvané familidrni
dysbetalipoproteinemie, je charakterizovano hromadénim remnantnich ¢astic, které vede k
akceleraci aterosklerozy. Kdyz tyto lipoproteiny piekroci schopnost jaternich LDL receptort
odstranit je z cirkulace, dostanou se do arteridlni st€ny a stanou se soucasti aterosklerotického
platu. Zde mohou molekuly cholesterolu krystalizovat a zptisobit piimé poSkozeni fibrozni

cepicky. Ruptura této Cepicky muze vyustit v arterialni trombozu. Ateroskleroza je diisledkem
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nadbytku remnantnich ¢astic cholesterolu, které piesahuji schopnost jater rychle je odstranit z

obéhu.

Pokud je cholesterol pod normalni hladinou, tak neddvné randomizované kontrolované studie
kardiovaskularnich ptihod. Zd4 se, Ze neexistuje zadna hranice, pod kterou by tento vztah

neplatil a nebyly zjistény ani zadné klinické abnormality.

Cholesterol nema funkci pouze stabilizovat bunéénou membranu, podili se na mnoha dalsich
pro organismus nezbytnych tikolech. Je naptiklad kostrou pro hormony vylucované
nadledvinkami véetn¢ kortizolu a aldosteronu a mnoha meziprodukti, které jsou pro syntézu
téchto hormont nezbytné. Kromé hormont nadledvinek tvofi cholesterol kostru vSech
pohlavnich hormont, v¢etné estrogenu, progesteronu a testosteronu. Tyto hormony maji
zésadni vliv na riist a vyvoj v pritbéhu celého zZivota. V neposledni fad¢ je hlavni strukturou

pro vitamin D a jeho metabolity, které jsou nezbytné pro zdravi kosti.

Cholesterol v aterosklerotickém platu existuje ve vice formach, nejen jako volny cholesterol,
ale také jako esterifikovany cholesterol. Dale mize byt rozpustny v matrici platu, ale také
muze krystalizovat do riznych trojrozmérnych tvart. Ze v§ech molekul cirkulujicich v krvi je
LDL cholesterol jedinou znamou molekulou, ktera podléhd strukturni pfeméné v blizkosti
télesné teploty. Pod touto teplotou jsou lipidy umisténé v jadie LDL c¢astice aranzovany do
uspofadané kapalné-krystalické faze. Nad touto teplotou jsou neutralni lipidy uspofadany v
tekutém, olejovitém, ndhodné rozloZzeném stavu. Pfechodova teplota, ktera se blizi télesné
teploté, koreluje s pomérem estert cholesterolu a triglyceridi, pficemz pfi vy$§im obsahu
triglyceridil je niz$i. Tvorba krystalli miZze mit neZadouci G¢inky na aterosklerotické platy.
Pro mnoho latek je charakteristické, Ze krystalizace vede k objemové expanzi, coz miiZze mit
za nasledek zvySeni vnitiniho tlaku plaku, a také vede k tvorb€ ostrych krystali, které mohou
perforovat uzavér plaku. To mize vést k prasknuti plaku s naslednou trombézou a arterialni
obstrukci. Zmény strukturalni formy cholesterolu v aterosklerotickych placich mohou mit

nasledky (ruptura), které vedou k infarktu myokardu.

Ackoli kazda tkan mize syntetizovat cholesterol, jsou to pfedevsim jatra, kterd urcuji
koncentraci cholesterolu v ob&hu. Jatra monitoruji koncentraci cholesterolu ve svych

buiikach, a bud’ aktivuji, nebo potlacuji geny, které stimuluji jeho produkci, jez v kone¢ném
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disledku obnovuje obsah cholesterolu v jatrech. Jatra maji tii hlavni cesty, jak zvysit (nebo
snizit) zasobu cholesterolu. Mohou zvysit jeho syntézu stimulaci nékolika enzym, zejména
HMGCR. Mohou produkovat vice (nebo mén¢) jaternich receptorti pro LDL cholesterol,
jejichz aktivita urcuje miru vychytdvani cholesterolu (ve formé LDL) z krve. V neposledni
fadé mohou vylu¢ovat méné (nebo vice) volného cholesterolu do Zlu¢ového systému a ménit
tak obsah cholesterolu v jatrech. Tyto zpétnovazebni funkce se méni tak, aby byla hladina

cholesterolu v jatrech relativné konstantni.

Cholesterol se primarn¢ odstranuje jaterni sekreci do zlucovych cest. K tomu dochédzi dvéma
zpusoby - vylu¢ovanim volného cholesterolu a cholesterolu ve formé zlucovych kyselin.
Zluéové kyseliny jsou diilezité pro rozpousténi cholesterolu ve Zluéniku a pro stimulaci
vstiebavani cholesterolu a vitamint rozpustnych v tucich. Podobné jako ve stfevech se i v
jatrech ¢loveéka nachazi vysoka koncentrace cholesterolového receptoru NPCI1L1. Ten se
nachazi v kanalikularni membrané hepatocytii a usnadiiuje zpétné vychytavani nove
vylucovaného cholesterolu do zluc¢e. HDL a LDL hraji dilezitou roli v distribuci vitaminu K,

vitaminu E a peroralniho vitaminu D.
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Obr. 7 Metabolismus cholesterolu LDLR receptor lipoproteinu o nizké hustoté, LDL lipoprotein o
nizké hustoté, IDL lipoprotein o stfedni hustoté, VLDL lipoprotein o velmi nizké hustoté, LCAT
lecitin:cholesterol-acyltransferaza, HDL lipoprotein o vysoké hustoté, LPL lipoproteinova lipaza, TG
triglyceridy, CE estery cholesterolu, CETP cholesterol ester transfer protein, SRB1 scavenger receptor tiidy B

typ 1 (www.creative-diagnostics.com)

1.2.2. Statiny

Statiny (Sirtori, 2014) jsou inhibitory 3-hydroxy-3-metyl-glutaryl-coenzym A reduktasy
(HMG-coA, HMGCR), které snizuji celkovy a LDL cholesterol v séru (Obr. 8). Ackoli jsou
tyto léky obecné dobie snaseny, znaény pocet pacientl trpi vedlejSimi efekty po zahajeni
1é¢by statiny (Obr. 9), kterd zahrnuje slabost a bolest svali. Myalgie bez zvysSeni sérové
hladiny kreatinin kinazy (CK) a myopatie se zvySenim sérové CK representuji nejcastéjsi
davody statinové intolerance. Ackoli je velmi vzacna, rabdomyolyza je nejvaznéjsi forma
myopatie a konci rozpadem svalstva, myoglobinurii, poskozenim ledvin a smrti (Tab. 4).

Frekvence svalové slabosti se zvySuje se zvySovanim denni davky statini. Mechanismy
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prispivajici k statiny indukované myopatii (SM (Kee, Chin, Kennedy, & Maggo, 2020))
zahrnuji snizeni obsahu cholesterolu ve svalovych bunkéch, snizenou produkc ubichinonu,
snizenou prenylac proteint, zvySené vychytavani cholesterolu a rostlinnych sterold, zhorseny
metabolismus vapniku a snizenou produkci selenoproteinti. Kromé toho mtize podavani
statini demaskovat jiz existujici myopatii zptisobenou heterozygonim nosi¢stvim mutaci

zpusobujicich svalové onemocnéni.

Acetyl-CoA —® 3.hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
. i {(HMG-CoA)
Thiolase

Acetoacetyl-CoA

HMG-CoA B
synthase HMG-CoA reductase

) ) STATINS
Mevalonic acid

ATP
Mevaionate kinase

Mevalonate-5-phosphate
Phosphormevalonale kinase

Mevalonate-6-pyrophosphate

sopentenyl-2P Mevalonate-5-pyrophosphate
isnmerase co decarboxylase

2
Dimethylallyl-PP -¢— Isopentenyl-5-pyrophosphate (PF)

/ Farnesyl-PP synthase
BISPHOSPHONATES

Geranyl PP

Farnesvi-PP synthase
BISPHOSPHONATES

Geranylgeranyl-PP <¢——— Farnesyl-PP
Geranylgeranyl-
PP synthasze

* Squalene synthase

Squalene

Squalene
monooxygenase

2,3 oxidosqualene

NADPH Squalene
HEME A i epoxydase
PRENYLATED DOLICHOL Lanosterol

PROTEINS UBIQUINON 10 e EatiGE

CHOLESTEROL
Obr. 8 Syntéza cholesterolu a vstup statinii do syntézy. (epomedicine.com)
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Obr. 9 Chemicka struktura statini, ktera ukazuje spole¢ny farmakofor HMG-CoA ( Kee
PS, Chin PKL, Kennedy MA, Maggo SDS. Pharmacogenetics of Statin-Induced Myotoxicity (Kee et al., 2020)).

1.2.3 Myopatie

SM je také zptisobena genetickymi variantami v enzymech, vétSinou z rodiny cytochromi
P450, které metabolizuji statiny. Podobné miize byt SM zplisobena genetickymi variantami v
pfenasecich statinli (jaternimi a stfevnimi proteiny OATP1B a jaternimi a myocytarnimi ATP-
vazajicicimi transportéry), které ovliviuji koncentraci statind a jejich metabolitt v krevnich
buiikdch a myocytech. Studie rodin naznacuji vyznamné zapojeni genetické sloZky ve statiny
indukovanych onemocnénich. Genetické faktory pfispivajici k SM se déli na nékolik skupin,

faktord, které ovlinuji

1) koncentraci statinii v krvi (variace v genech kédujicich transportéry SLCOIB1, SLCO1B3,
SLCO2BI1, ABCB1, ABCG2 a enzymy CYP3A44, CYP3A45, CYP2CS8, CYP2D6, CYP2D?9,
CYPIA2, CYP2EI, CYP246 a CYP2B6) (Cooper-DeHoff et al., 2022);

2) vaskularizaci svall (geny kodujici angiotenzin 1 (AGTRI) a NOS3))
3) koncentraci statinti ve svalovych buiikach (geny kodujici transportéry OATP2B1, MRP1,

MRP4 a MRPS).
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Dalsi ¢etné faktory hraji roli v etiologii primarnich svalovych onemocnénich, mezi néz se fadi
4) vzacné varianty, které¢ jsou zakladem poruchy energetického metabolismu svalovych bunék
v genech kodujicich myofosforylazu (PYGM), alfa-glukosidazu, karnitin palmitoyltransferazu
2 (CPT2) a myoadenylat deaminazy (AMPD]I);

5) varianty odpovédné za mitochondrialni myopatie;
6) varianty ovliviujici produkci koenzymu Q10 (geny COQ10A4 a COQ10B);

7) varianty asociované se svalovou dystrofii (geny kodujici dystrofin (DMD), myotilin

(MYOT), lamin A/C (LMNA) a caveolin-3 (CAV3)) a

8) faktory ovlivitujici homeostazu vapniku (geny koédujici ryanodinovy receptor 1 (RYRI),
Na+/K+-ATPéazu (ATP1A1, ATP1A2, ATP1B1, ATP1GI) a Ca2+-ATPazu (ATP2A41)). Bézné
genetické varinty se nezdaji byt dilezitymi ve svalové toxicité vyvolané statiny, s jednou

vyjimkou: specifickou mutaci v genu SLCOIBI.

Tab. 4 Klasifikace statinové myotoxicity

SM
Fenotyp Definice
klasifikace
SM 0 Zvyseni CK <4x ULN Z4dné svalové symptomy
SM 1 Myalgie, snesitelna Svalové symptomy bez zvySeni CK
) _ Svalové ptiznaky, CK <4x ULN, uplné vymizeni po
SM 2 Myalgie, nesnesitelna
vysazeni
_ Zvyseni CK >4x ULN <10x ULN =+ svalové pfiznaky,
SM 3 Myopatie _
uplné vymizeni po vysazeni
_ Zvyseni CK >10x ULN <50x ULN, svalové piiznaky,
SM 4 Zé&vazna myopatie _
uplné vymizeni po vysazeni
Zvyseni CK > 10x ULN s prikazem poskozeni
SM 5 Rabdomyolyza rendlnich funkci + svalové ptiznaky nebo CK <50%
ULN
SM 6 Autoimunitné zprostiedkovana | HMGCR protilatky, exprese HMGCR ve svalové
nekrotizujici myositida biopsii, neuplné feSeni po vysazeni

SM - statinova myotoxicita, CK — kreatinkindza, ULN-horni limit normy (upper limit of normal) (Kee PS, Chin
PKL, Kennedy MA, Maggo SDS. Pharmacogenetics of Statin-Induced Myotoxicity (Kee et al., 2020))
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Za nejvyznamngéjsi geneticky faktor predisponujici ke statiny indukované myopatii jsou
povazovany varianty v genu SLCO1B] kédujicim protein OATP1B1 exprimovany

v sinusoidalni membran¢ jaternich bunék. OATP1B1 funguje jako pienase¢ odpovédny za
jaterni vychytavani Siroké Skaly substratii aniontové povahy od endogennich latek
zahrnujicich nekonjugovany i konjugovany bilirubin, nekonjugované ZK, hormony §titné
zlazy, konjugované steroidy a porfyriny pies xenobiotika (bromsulfoftalein a indocyanonova
zelen), radiofarmaka, bézn¢€ pouzivané 1éky (napf. peniciliny, statiny, sartany, rifampicin a
metotrexat) po toxiny (faloidin). Vedle SLCOIBI je v jatrech ¢lovéka exprimovan i
homologni gen SLCO1B3 kodujici protein OATP1B3, ktery mé obdobnou substratovou
specifitu a ktery se rovnéz uplatituje v jaternim vychytavani nekterych statinti (napf-.

fluvastatinu, rosuvastatinu a pitavastatinu) (Obr. 9).

Nejcastéji uvadénou variantou asociovanou se statinovou myopatii je alela ¢.521T>C
(p.Vall74Ala) dbSNP rs4149056 v exonu 5 genu SLCOI1BI, jejiz frekvence v kavkazské
populaci dosahuje 8 - 20%. Varianta ¢.521C snizuje transportni aktivitu proteinu OATP1B1
k fad¢ substratl in vitro 1 in vivo. Po jednorazové davce statinu dochdzi u homozygott pro
¢.521C ve srovnani s homozygoty pro ¢.521T k nejvét§imu nartstu plochy pod kiivkou u
simva- a atorvastatinu, mén¢ u prava- a rosuvastatinu a nejmeéné u fluvastatinu. Jev je
vysvétlovan skutecnosti, ze zatimco v piipad¢€ polarnich statinti je OATP1B1 jejich hlavnim
transportérem, mén¢ polarni statiny jsou do jater transportovany i jinymi cestami zahrnujicimi

1 prostou difuzi pfes bunéénou membranu.

Deficit OATP1BI1 a OATPI1B3 byl identifikovan metodou genetického mapovani jako
pficina Rotorova syndromu (van de Steeg et al., 2012). V souvislosti se studiem nulovych
,Rotorovskych* mutaci zasahujicich n¢ktery z obou uvedenych gentt SLCOIB1 a SLCOIB3
bylo zji§téno, Ze vedle dvou rozséhlych deleci pozorovanych ve studovanych rodinach se
v populaénim vzorku 1315 jedinct vyskytly dal§i dvé nami nezachycené velké delece.

V genech SLCOIBI a SLCOI1B3 byly detekovany dosud neznamé nulové mutace a mutace
ovliviiujici sestith mRNA. Navic bylo zjisténo, ze v ¢eskych rodinach byla jiz diive popsana
nulova mutace c.1738C>T (p.Arg580%*) v SLCO1B1 vazana na alelu ¢.521C (p.Vall74Ala)
asociovanou se statinovou myopatii. Publikovana frekvence alely p.Arg580* (dbSNP

rs71581941) v japonské populaci dosahuje az 0,8% (5).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE K JEDNOTLIVYM
PUBLIKACIM

4.1 Funkéni vyznam SLCOIB7 v etiologii a patogenezi
Rotorova syndromu - publikace ¢. 1

Rotoriiv syndrom (RS) je autozomalné recesivni genetické onemocnéni charakterizované
nedostatkem v jaternim vychytavani a ukladdani bilirubinu (Kimura et al., 2021). Pfi¢ina
vzniku RS (van de Steeg et al., 2012) byla objasnéna nalezem rozsahlych deleci a bialelickych
sestfihovych a nonsense variant pfitomnych soucasn¢ v obou genech SLCOIBI a SLCO1B3
(Kim et al., 2022) kédujicich transportni proteiny OATP1Bla OATP1B3 (Liu et al., 2021).
Kompletni ztrata funkce ¢i exprese proteini OATP1B1 a OATP1B3 podilejicich se na
importu bilirubinu, toxinl a 1é¢iv do jaternich bun¢k ma za nésledek vznik konjugované
hyperbilirubinémie (van de Steeg et al., 2012; Xie et al., 2023). Vysledky experimentii na
geneticky modifikovanych mysich kmenech s izolovanymi ¢i kombinovanymi deficity Mrp2,
Mrp3 a celé rodiny transportérii Oatpla/1b spolu s vysledky mapovaci studie v rodinach s RS
dale ukazaly, ze v normalnich jatrech exprimujicich OATP1B1, OATP1B3 a MRP3 (Mutanen
& Pakarinen, 2023) tvoii tyto transportéry smycku mezi jatry a krvi, diky které je podstatna
¢ast bilirubinu konjugovaného v hepatocytech vylucovana zpét do krve pomoci MRP3 a
nasledné reabsorbovana v centrizonalnich hepatocytech pomoci OATP1B1 a OATP1B3. U
RS (Cheng et al., 2023) je toto zpétné vychytavani ztizeno, coZ zpisobuje zvySenou hladinu

glukuronidu bilirubinu v plazmé a Zloutenku.

Nezodpovézena ziistala otazka vyznamu SLCOI1B7. Predpokladalo se, ze SLCOIB7 je
nefunkcni pseudogen (van Groen et al., 2020), ktery postrada prvni dva kodujici exony, ale
jinak je blizce homologni s SLCO1B1 a SLCOI1B3 (sekven¢ni homologie exonti 1-13
SLCOIB7 s exony 4 - 16 SLCOIB3 a SLCOIBI je 87 %, resp. 83 %) (Ninomiya, Saito, Ikeda,
Iwata, & Girardin, 2022). Mysi sekven¢ni ortolog SLCOIB7 s ndzvem Slcolb2 vSak
predstavuje jediného funkéniho ¢lena mysi rodiny genti Sicolb. In silico analyzou navrzené
prodlouzeni o dva exony na 5’- konci ani alternativné sesttihany fuzni produkt AY442325
ctecich ramct SLCO1B3 a SLCOI1B7 se nam v lidské jaterni cDNA, nepodafilo metodou PCR

amplifikovat. Metoda byla navrzena tak, aby FW-primer pieklenul spojeni exonti 4 a 5
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SLCO1B3 a R-primer spojeni exont 7 a 8 SLCOIB7, pticemz fuze ¢tecich rdmci se
predpokladala mezi exonem 5 SLCO1B3 a exonem 5 SLCOI1B7. Metodou PCR bylo mozné
detekovat pouze amplikony cDNA SLCOIB7 (exony 2 —4 a exony 10 — 11) (Obr. 10). Tyto
udaje podpotily hypotézu, ze SLCOIB7 je nefunkcni gen, jehoZ mRNA je rychle
degradovana. Mutace nebo tplna delece v tomto genu tak sotva mohou hrat néjakou roli pti

vzniku RS.

Studiem fuzniho trasportéru SLCO1B3-SLCO1B7 (LST-3TM12) se nasledné¢ zabyvala
Henriette E. Meyer zu Schwabedissen (Malagnino et al., 2018). Nejprve ukézala, ze LST-
3TM12, ktery je produktem sestithu SLCOIB3 a SLCOI1B?7, je jak na urovni mRNA, tak
proteinu exprimovan v jatrech. Pfesné misto fize se s ohledem na vysoky stupen sekvencni
homologie SLCO1B3 a SLCO1B?7 se autoriim sice nepodafilo identifikovat, jako
nejpravdépodobnéjsi scénaf vSak navrhli aberantni sestfih v exonu 5 SLCOIB3 v pozici c.334
podminény alelou G v polymorfnim lokusu rs4149117 ¢.334T>G, jejiz frekvence v Evropské
populaci ¢ini 0,52 az 0,89. Nosic¢stvi alely T by mozna vysvétlilo nami diive pozorovanou
nemoznost amplifikovat fizni sekvenci. Ve stejné praci (Malagnino et al., 2018) pak Meyer
zu Schwabedissen a spol. ukézali, Ze zatimco protein SLCO1B3 je lokalizovan v basolateralni
membrané hepatocytl a enterocytt, protein LST-3TM12 je exprimovan predevsim v
endoplazmatickém retikulu. V dalsi praci Meyer zu Schwabedissen a spol (Meyer Zu
Schwabedissen et al., 2020) se autoti vénovali studiu lokalizace a funkce LST-3TM12

v transientné transfekovanych liniich HeLa, kde se ukézali, ze LST-3TM12 je exprimovan
nejen v ER, ale také v plazmatické membrang a transportuje dehydroepiandrosteron-sulfat
(DHEAS) (Meyer Zu Schwabedissen et al., 2020). Izolovany deficit LST-3TM12 vsak dosud
nebyl ani popsan u ¢lovéka ani studovan na bunéénych liniich. U nositeld RS podminéného
¢tyfmi mutacemi malého rozsahu v lokusech SLCOIB1 a SLCOI1B3 a rozsdhlou homozygotni
deleci zasahujici vSechny tfi lokusy SLCOI1B3, SLCOIB7 a SLCO1B]I jsme nezaznamenali
zadné rozdily v jejich fenotypu (van de Steeg et al., 2012)
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A

exon 2
SLCO1Blex2-3 gtgattgtttcaaactgagcatcaacaacaa——aaacatttgtatgatatctatattt be
SLCC1B3ex2-3 gtgatcatttcaaaccaagcatcagcaacaattaaaaatattcacttggtatectgtagtt 60
LST-3TM12 gtgattgtttcaaagtaggcaacaaaaacaattaaaaacattcat-tgacatctgtagtt 59

khkhk kA Ah AR K L L R L SN L 2 LA A 2.0 SN Ik hkhkk_ Ak Ak

translation
SLCC1Blex2-3 caat: GGACCAAAAT CAACATI'TGAATAAAACAGCAGAGGCACAACCTTCAGAGAATA 116
SLCC1B3ex2-3 taat: GGACCAACATCAACATITGAATAAAACAGCAGAGTCAGCATCTTCAGAGAARA 120
LST-3TM12 caaatATGGATAAAATCAACAT TTGAATAAGACAGCAGAGGCACAATC FIGAGAGAATA 119
Akhk= AAAAAA AA KAk AAAAhhhkhArhhkhAh _ XAk AAAAAK kK * Ak Ahkhkhkhkkhk=-k
= stop- - - sfop =
exon 3

SLCO1Blex2-3 AGAAAACAAGATACTGCAATGGATT GTTCTTGGCAGCTCTGTCACTCAGCTTTA 176
SLCO1B3ex2-3 AGAARAACAAGACGCTGCAATGGATT GTTCTTGGCAGCCCTGTCATTCAGCTATA 180
L3T-3TM12 AGABRAACAAGGCACTGTGATGGGTT ATG 179

khkhkhhrrk = hkhA _ hhhkd Kk kAEAE Ak AAA AH Ihhhhk Fhkhkhk -k
SLCC1Blex2-3 TTGCTAAGACACTAGGT GCAATTAT TATGAARAGT TCCATCAT TCATATAGAACGGAGAT 236
SLCC1B3ex2-3 TTGCTAAAGCACTAGGT GGAATCAT TATGAARATT TCCATCACTCAAATAGAAAGGAGAT 240
LST-3TM12 TTGCTAARGCACTAGCTGGAATTTT TATGAARATATCAACCACTCAAATACAAAGGAGAT 239

hhhkkkkk __AARAAhk Ahk Akk :*1:****** shkk_hk Ak Khkh-hhkhhhk _hhkhkk

NC_000012, exon 1

SLCO1Blex2-3 TTGAGATATCCTCTTCT CTTGTTGGTTTTATTGACGGAAGCTTTGAAATTG 287
SLCO1B3ex2-3 TTGACATATCCTCTTCI CTTGCTGGTTTAATTGATGGAAGCTTTGAAATTG 291
L3T-3TM12 TTGAGAT ATCCTCTTCTCT TGTTGETT TAAT TGATGGAAGCTTOGAAATAG 290

Ahhkhk AAAXAAAA AN AA AN AR hhhhhh-hhhhh Ahdhhhdh dhhhh &

SLCO1B3
AY257471
AYA42325 NC 000017
LST-3TM12 - EHIFEHIEHE I R R R K
PCR —%eR PCR

Obr. 10 Porovnani sekvenci SLCOIB1,SLCOIB3 (exon 2 a 3) a SLCOIB7 (A) a fazni
transkript SLCOIB3 a SLCO1B7 uvedeny v EST knihovné (B). Kddujici oblasti jsou velkymi pismeny.
NC_000012 referen¢ni sekvence genu SLCO1B7 je podtrZzena. Pocatky exonti 2 a 3 jsou vyznaceny. Boxy
v sekvenci genu SLCOIB7 representuji stop kodény. Cary oznaduji fragmenty SLCOIB7, které byly
amplifikovany z lidské jaterni cDNA.
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4.2.1 Vzacné varianty predisponujici ke statiny indukovanym
myopatiim — publikace ¢. 2

Cilem studie bylo hledani genetickych variant ovliviiujicich jaterni vychytavani statint, jejich
metabolismus nebo predispozici ke svalovému onemocnéni, které mohou podminovat

2012) a prokazanou asociaci genotypu SLCOIB1 154149056 (¢.521T>C (p.Vall74Ala))
(Group et al., 2008) se simvastatinem indukovanou myopatii (Cooper-DeHoff et al., 2022)
jsme predpokladali, Ze vyznamnou tlohu by mohly hrat vzacné varianty v ,,rotorovskych*
genech SLCOIBI a SLCO1B3 (Fernandes Silva, Ravi, Vangipurapu, Oravilahti, & Laakso,
2022) (Ciuta et al., 2023). Pti planovani studie jsme se vSak rozhodli nesoustiedit se pouze na
lokus SLCO1B (Na Takuathung, Sakuludomkan, & Koonrungsesomboon, 2021) a s pouzitim
tehdy nové techniky masivniho paralelniho sekvenovani jsme provedli sekvenovani celého
exomu u 88 jedinct s klinicky a laboratorné dokumentovanou statinovou myopatii (Wankaew
et al., 2022). Nejprve jsme analyzovali varianty ve (v dob¢ publikace €. 2) znamych genech
asociovanych se SM (Tab. 5). K nalezeni novych kandidatnich genli jsme pouzili metodu
hodnoceni zatéze vzacnymi variantami a analyzu asociaci v ramci celého exomu. Metodou
hodnoceni zatéze jsme identifikovali dosud nepopsany kandidatni gen CLCNI (Brenes,
Pusch, & Morales, 2023), ve kterém jsme nalezli heterozygotni nonsense mutaci p.R894* u
Ctyf pacientll. Kromé toho jsme detekovali ¢ast&jsi vyskyt potencidln€ patogennich variant ve
znamych kandidatnich genech MYOT (Guglielmi et al., 2023), CYP3A45 (Elalem et al., 2022),
SH3TC2 (McMacken et al., 2021), FBX032 (GronholdtKlein et al., 2023) a RBM20
(Kornienko et al., 2023). Zatéz genu SLCO1B1 byla reprezentovana predevsim populacné
Castou variantou rs4149056 (c.521T>C (p.Vall74Ala)), jejiz frekvence byla ve sledovaném
souboru hrani¢ni v porovnani s kontrolami. Pivodné uvazovany ptispévek vzacnych variant
se nepotvrdil.

Chloridov¢ kanaly se podileji na fad€ fyziologickych procesti a ziskanych onemocnéni.
Kanaly CLCNI1 jsou zodpovédné za repolarizaci sarkolemy po akénim potencidlu v kosternim
svalu a jsou spojovany s kongenitalni myotonii, myotonickou dystrofii i s dalSimi patologiemi
svalt.(Altamura et al., 2018) Iontové kanaly, zejména chloridovy kanal CLCN1, se zdaji byt
citlivym cilem pro ptisobeni statind. Protoze tyto kandly jsou diilezité pro excitabilitu a
kontrakci ¢i relaxaci kosterniho svalu, mtze jejich porucha ptispét k myopatii. ZvysSené riziko

myopatie v disledku 1éCby statiny se mtize objevit béhem starnuti a/nebo patologii
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charakterizovanych zakladni alteraci iontovych kanali kosterniho svalu. Zasadni uloha kanalu
CLCNI (Hu, Kim, Antoury, & Wheeler, 2023) byla prokazana u vrozenych onemocnéni, jako
je kongenitalni myotonie (MC), u niz ztrata funkce mutaci v genu CLCN1 podmiiiuje
hyperexcitabilitu sarkolemy a selhani relaxace po kontrakci. Podobné u pacienti
podstupujicich statinovou terapii miize byt pro vznik vedlejSich uc¢inkt na svaly kritické
snizeni U¢innosti kanalu CLCN1 souvisejici s vodivosti chloridt (gCl). Protein CLCN1
(Maggi, Bonanno, Altamura, & Desaphy, 2021) je vyrazn¢ sniZzen u pacientd s klinickymi
piiznaky myopatie indukované statiny a ve vétSin€ piipadii se tento ucinek vyskytuje
soubézné s modifikaci elektromyografickych zaznamt, ackoli normélni elektromyogramy
nevylucuji pfitomnost statinem indukované myotoxicity (Kee et al., 2020). Na rozdil od
vysledkt ziskanych u potkanil 1é¢enych statiny, u nichZ byl transkript CLCN1 snizen v
souladu se sniZenim proteinu CLCN1 a gCl, nebyla odpovidajici hladina mRNA ve svalovych
biopsiich pacientii 1é¢enych statiny vyznamné zménéna.

Kromée toho zména oxidativniho a glykolytického metabolismu a sarkopenie ¢ini svalova
vlakna citlivéj§imi na stresové podminky i na myopatii. VSechny tyto poznatky podporuji
opatrnost pii 1é€bé statiny u starSich osob a u predisponovanych dospélych. Moznost posoudit
klinicky vyznamnou roli téchto biomarkera pfi uréovani poskozeni kosterniho svalu pomoci
genetické analyzy nebo svalové biopsie muze otevfit cestu k preventivni terapii - naptiklad
1éky schopné zvysit aktivitu chloridovych kanali mohou sniZit statiny indukované svalové
poskozeni (Camerino et al., 2017).

V recentni studii (Al-Sabri et al., 2022) byla k odhaleni moznych zékladnich mechanismti SM
pouzita Drosophila melanogaster. Tato studie ukazuje, Ze statiny vyvolavaji u drosophily
zvySenou lokomoci a svalové fenotypy, které pfipominaji lidskou myopatii, coZ naznacuje, ze
mechanismy stojici za diilezitymi vedlej$imi u€inky statinti mohou byt vysoce evolu¢né
konzervované. Statiny mohou vyvolédvat fenotypové zmény mitochondrii prostfednictvim
piimé inhibice svalové Hmgcr a myofibrilarniho poskozeni pfipominajiciho myopatii, ktera je
spojena s inhibici CIC-a kosterniho svalu. Bylo pozorovano, ze chronicka léc¢ba fluvastatinem
zpisobuje sniZeni celkové lokomocni aktivity a schopnosti Splhat, a 1é¢ba fluvastatinem byla
spojena se snizenou expresi chloridového kanalu kosterniho svalu CIC-a (drozofilni homolog
CLCNI1), coz miize naznaCovat potencialni roli inhibice CIC-a ve svalovych fenotypech
spojenych se statiny. Tato studie rovnéz podtrhuje vyznam D. melanogaster jako vykonného

modelového systému. Studie také zdlraziuje roli chloridovych kanald kosterniho svalu pro

36



statinové svalové fenotypy a jejich potencial, mozna i jako biomarkeru pro SM pro budouci

klinické studie.

Tab. 5 Geny asociované se statinovou myopatii

Statin transport, blood concentration: ABCB1, ABCG2, CYP2CS, CYP2D9, CYP3A4, CYP3AS, SLC15A1, SLICOIB1, SLCO1B3,
SLCO2B1

Concentration of statins in musde cells: ABCC1, ABCC4, ABCC5

Factors affecting calcium homeostasis: ATPIAI, ATP1AZ, ATPIB1, ATP1G1, ATPZAl, RYR1

Cell energy metabolism: AMPD1, CPT2, GAA, PYGM

Variants affecting production of coenzyme Q10 : COQ10A, COQ10B

Muscle vascularization: AGTRI, NOS3

Metabolism of vitamin D: CYP2R1, CYP27B1, CYP24A1, VDR

Centronuclear/core myopathies: BIN1, CCDC78, CNTN1, DNM2, MEGF10, MTM1, MTMR14, MYH2, MYF6, MYH7, STIM1,
TNNT1

Congenital muscular dystrophies: LAMA2, BAG3, CAV3, CNBP. COL6A1, COL6A2, COL6A3, CRYAB, DMD, DPM2, DMPK, FKRP,
FKTN, FLNC, GTDC2, HSPG2, CHKB, ISPD, ITGA7, LARGE, LDB3, LMNA, MYOT, POMT1, POMT2, SEPN1

Congenital myopathies with prominent contractures: EMD, FHL1, SEPN1, SYNE1, SYNEZ2, TMEMA43

Limb-girdle muscular dystrophies: ANG5, CAPN3, DAG1, DES, DNAJB6, DPM3, DUX4, DYSF, PABPN1, PLEC, POMGNT1, PTRF,
SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, TCAP, TNPO3, TRAPPC11, TRIM3, TRIM32, TTN

Nemaline myopathies: ACTA1, CFL2, KBTBD13, KLHL40, KLHL41, IMOD3, NEB, TNNT, TPM2, TPM3

Congenital myasthenic syndromes: AGRN, CACNA15, COLQ, DOKZ, DPAGTI, GFPT1, CHAT, CHRNA1, CHRNB1, CHRND, CHRNE,
CHRNG, LAMB2, MUSK, RAPSN, SCNAA

Metabolic myopathies: ACADVI, ACADI, AGL, C10orf2, CPT1B, ENO3, GBE1, GYG1, GYS1, HADHA, HADHB, LDHA, LPINI, OPAT,
PFKM, PGAM?2, PGK1, PGMI, PHKA1, PNPLA2, POLG, POLG2, RRM2B, SLC22AS/0CTN2, SLC25A20, SUCLAZ, TK2, TYMP

Vacuolar myopathies: EPG5, GNE, LAMP2, VCP. VMA21
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4.2.2 Odchylky v poctu kopii u pacientii se statinem
asociovanymi myopatiemi — publikace ¢. 3

Nekteti pacienti jsou nadchylni k myopatii spojené se statiny (SM), a to bud’ z davodu
genetickych zmén ovliviiyjicich vstfebavani statind a jejich metabolismus, nebo proto, zZe
jejich nositelé jsou predisponovani k vyskytu svalovych onemocnéni. Mezi ¢astymi
variantami zkoumanymi metodou celogenomové asociacni studie predstavuje SLCOIBI1
¢.521T>C jediny ovétfeny prediktor SM u pacienti 1é¢enych vysokymi ddvkami simvastatinu.
Nasim cilem bylo zjistit celkovy prispévek zmén v poctu kopii (CNV) na SM diagnostikované
u 86 pacientd. CNV byly detekovany pomoci genotypizace celého genomu genomovou
hybridizaci. Exomové sekvenaéni iidaje byly pouzity pro validaci CNV v lokusech
souvisejicich se SM. Kromé toho jsme provedli specifické hledani CNV v oblasti SLCOIB,
ktera byla detekovana u pacientd s RS. Ve vySetfeném souboru nemocnych jsme u dvou
pacientii nalezli vzacné delece, které pravdépodobné ptispivaji ke genetické predispozici

k SM: u jednoho z nich se jednalo o zménu v poctu kopii genu EYS (Garcia-Delgado et al.,
2021) dtive spojovaného se SM, u druhého byla pfitomna CNV genu LARGE (M. Wang, Tao,
& Huang, 2021) (Katz & Diskin, 2022) spojeného s vrozenou svalovou dystrofii. Dalsi dva
pacienti nesli delece v CYP2C19 (Dai et al., 2022), coz mize predisponovat k interakcim
1écby klopidogrelem se statiny (Tab. 6). Nenalezli jsme vSak zddné velké CNV potencialné
spojené se SM, a to ani v lokusu SLCOIB. NaSe zjisténi tedy naznacuji, ze velké CNV nehraji
v etiologii SM podstatnou roli.

Doposud nebyla publikovdna zadna studie, kterd by hypotézu, ze CNV nehraji v predispozici
ke SM podstatnou ulohu, potvrdila ¢i naopak vyvratila.

Tab. 6 Vzacné velké delece vedouci k heterozygotnimu stavu v genech potencialné
zapojenych v patogenezi SAM a v interakcich Clopidogrel-statiny.

Patient no. 28 30 41 47
Chromosome no. 10 6 10 22
Begin (GRCh37/hg19 96443782 65786994 96499710 34265402
End (GRCh37/hg19) 96620554 65815520 96557336 34271782
Size (bp) 176772 28526 57626 6380
Gene name CYP2(C18, CYP2C19 EYS CYP2C19 LARGE
*DGV gold std var. frequency (%) 0.9 0.3 3.0 0.1
clopidogrel-statin clopidogrel-statin
Potential functional implication interaction SAM? interaction SAM?

*DGV - katalog lidskych genomickych strukturnich variant
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4.3.1 Deficit ABCB4 napodobujici Wilsonovu chorobu
publikace ¢. 4

Progresivni familidrni intrahepatalni cholestaza typu 3 (PFIC3) je vzacné autozomalné
recesivni cholestatické onemocnéni jater zptisobené genetickym deficitem ATP-binding
cassete subfamily B member 4 (4BCB4), kanalikularni flopazy pienasejici fosfolipidy z
vnitiniho do vnéjsiho listu kanalikularni membrany hepatocytt. PFIC3 (Martinez-Garcia,
Molina, Gonzalez-Aseguinolaza, Weber, & Smerdou, 2022) se vyznacuje produkci hydrofilni
zluci s litogennimi vlastnostmi, ktera je Skodliva pro hepatobiliarni epitel. Chronicka
cholestdza mize byt u né¢kterych pacienti doprovazena nadmérnou akumulaci médi z divodu
poruchy sekrece médi Zluci a sekundarné zvySenym vylucovanim médi moci, coz napodobuje
Wilsonovu chorobu (WD) (Mazhar & Piper, 2023). V ptipadé 11-letého pacienta s riistovou
retardaci, mirnymi kraniofacidlnimi dysmorfickymi rysy a chronickym onemocnénim jater, se
puvodn¢ diagnostikovala a 1éCila WD. Zatimco genetické testovani na WD bylo negativni,
dal$i molekularni a histopatologické analyza odhalila dvé nové mutace (¢.833+1G>T a
c.1798T>A) v ABCB4 a Gplnou absenci proteinu ABCB4/MDR3 v jatrech, coz urcilo jako
spravnou diagnézu PFIC3 (Obr. 11). PFIC3 a WD vykazuji pleomorfni a n€kdy se
piekryvajici klinické a laboratorni znaky, které mohou pfedstavovat diferencialné
diagnosticky problém, ktery byl jiz nékolikrat publikovan (Boga, Jain, & Schilsky, 2015;
Ramraj, Finegold, & Karpen, 2012). Vzhledem k tomu, Ze se 1é¢ba pacienti u WD a PFIC3
vyznamné lisi, je tfeba provést genetickou analyzu.

V recentnim souhrnném ¢lanku se zmifluje mozZnost zamény WD s PFIC3 1 dalSich
diagnostickych problémt s WD (Sanchez-Monteagudo, Ripolles, Berenguer, & Espinos,
2021).
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Obr. 11 Rodinna analyza. (A) Mutace nalezena u pacienta a jeho piimych piibuznych. (B) Detekce
mutace c. 833+1G>T pomoci PCR-Hpy8I RFLP.
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4.3.2 Varianty v IFT172 u pacienti s nesyndromickym
cholestatickym jaternim onemocnénim — publikace €. 5

Genové defekty ptispivaji k etiologii intrahepatalni cholestazy. Nasim cilem bylo prozkoumat
vysledky celoexomového sekvenovani (WES) v souboru 51 pacientt s touto diagnézou (Obr.
12). Skupina zahrnovla 33 détskycha 18 dospelych nemocnych s cholestatickym
onemocnénim jater neznamé etiologie. WES byla pouzita pro analyzu 34 pacientd (23 déti)
bez ptedchoziho nalezu Sangerovym sekvenovanim v asociovanych genech ABCB11,
ATP8B1, ABCB4 nebo JAG1, a pro primarni posouzeni dalSich 17 pacientt (10 déti). Analyza
mRNA z vytéru z nosohltanu byla provedena za u¢elem feSeni variantni patogenity u dvou
rodin. WES odhalilo bialelickou variantu ve 3 genech pro ciliopatii (PKHD1, TMEMG67 a
IFT172) u 4 rodin, heterozygotni zndmou variantu v PPOX u jednoho dospélého pacienta a
homozygotni dosud nepublikovanou variantu v mist¢ sestiihu genu £/ /R u jednoho ditéte.
Zatimco fenotypy pacientti s mutacemi v PKHD1 (Ward et al., 2002), TMEM67 (Brancati et
al., 2009) a PPOX (B. Wang, Bonkovsky, Lim, & Balwani, 2023) odpovidaly tém, které¢ byly
popsany jinde, nejasné zUstava, zda je 1 varianta ve F'/ /R (Czubak-Prowizor, Babinska, &
Swiatkowska, 2022) pfi¢inou jaterniho onemocnéni.

U dvou neptibuznych pacientl se vyskytly nové bialelické varianty v genu IFT172, ktery se
podili na vzniku dysplazie kratkych Zeber hrudniku 10 a Bardet - Biedlova syndromu 20.
(Zheng et al., 2023). Jeden pacient, homozygot pro /F7172 rs780205001 c¢.167A>C
p.(Lys56Thr) narozeny ptibuznym rodicim z prvniho kolena m¢l ve véku 4 let onemocnéni
jater, které bylo na zdkladé biopsie interpretovano jako ukladani glykogenu, po niz
nasledovala nefronoftiza v dospélosti ve 25 letech. Druhé¢ dit€, slozeny heterozygot pro novou
frameshift variantu IF'7172 NM_015662.3 ¢.2070del p.(Met690Ilefs*11) a 2 syntenni
missense varianty [FT172 rs776310391 c.157T>A p.(Phe531le) a rs746462745 c.164C>G
p-(Thr55Ser), mél v raném kojeneckém véku zavaznou 8mesicni cholestatickou epizodu s
pretrvavajici hyperbilirubinémii a fibrozou v 17 letech. Zadny pacient nemél malformace
skeletu. NaSe nalezy naznacuji souvislost variant /F'7/72 s nesyndromickym cholestatickym

jaternim onemocnénim. Na recentni publikaci €. 5 zatim neni Z4dny ohlas.
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Alagille syndrome

Sanger sequencing

WES

(n=122) S JAGT _— 3 negative,
found 19/22 (86.4%) found 0/3
Low GGT Sanger sequencing WES
cholestasis ABCB11 & ATP8B1 — 6 hetero + 16 negative,
(n = 94) found 32/94 (34.0%) found 0/22
Index patients
(n=186)
High GGT Sanger sequencing WES
cholestasis ABCB4 —— 3 hetero + 6 negative,
(n=53) found 9/563 (17.0%) found 0/9
Diagnostic WES
uncertainty 17 uncertain,
(n=17)

found(5)17 (25%
[PPOX, PKD4, TMEMG67, 2x IFT172 }——M 2

Obr. 12 Schéma registrace pacientii a zpracovani vzorki. S diagnézou zalozenou na vztahu
genotypu a fenotypu bylo Sangerovym sekvenovanim vysetfeno 169 pacientl pro varianty v JAG1 (n=22),
ABCBI11 a ATP8BI1 (n=94) a ABCB4 (n=53). Zbyvajicich 17 pacientii s nejistou diagnoézou bylo ptimo
vysetfeno WES. Devatenact z 22 klinicky diagnostikovanych pacienti s Alagillovym syndromem neslo
monoalelické P, LP nebo VUS varianty v JAG1. Ctyficet jedna ze 147 pacienti s nesyndromovou cholestazou
byli homozygoté nebo slozeni heterozygoté pro varianty P/LP/VUS bud’ v ABCB11 nebo ATP8B1 (32 pacienttl
s nizkou GGT) nebo ABCB4 (9 pacietnil s vysokou GGT). 60 pacientd nesoucich monoalelické varianty v JAG1
nebo bialelické varianty v ABCB11, ATP8B1 nebo ABCB4 bylo vylouceno.
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S ZAVER
V ptedkladané disertacni praci jsou shrnuty vysledky téchto studii.

1. Nase vysledky podpotily hypotézu, ze SLCOIB?7 je nefunkéni pseudogen, jehoz mRNA je

rychle degradovéna. Deficit v tomto lokusu evidentné nehraje Zadnou roli v patogeneze RS.

2. Potvrdili jsme dfive popsanou ulohu proteinu OATP1B1, konkrétné jeho varianty
c.521T>C (p.Vall74Ala), v predispozici k SM. Dale byl identifikovan novy kandidatni gen
CLCNI, jehoz deficit je pti¢inou dédicné myotonie. Pfispévek vzacnych variant v genech

SLCOIBI a SLCO1B3 ani zmén v poctu kopii vSak nebyl prokazan.

3. Potvrdili jsme, Ze diferencialné diagnosticky problém zamény PFIC3 s WD muzZe vyfesit
pouze molekuldrni vySetfeni. Zachytili jsme rodinu s dosud neposanym deficitem F11R
podminénym homozygotni sestfihovou mutaci, jehoz klinicky vyznam vsak zlistava nejasny.
Zasadnim nalezem jsou dosud nepopsané patogenni varianty v genu /F'7172 u nemocnych

s primarnim cholestatickym onemocnénim jater.
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