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Abstrakt

Objev molekuldrni podstaty Rotorova syndromu spocivajici v soucasné bialelické inaktivaci
obou gent SLCOI1B1 a SLCO1B3 kodujicich jaterni transportéry OATP1IB1 a OATPIB3 a jiz
drive 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, piedevsim CLCNI, jejichZ nosi¢stvi maze pii

vzniku SM sehrat vyznamnou tlohu.

U cholestazy s dédi¢nou pficinou je zndmo nékolik desitek kauzalnich genii. U 51
neobjasnénych piipadii jsme provedli exomové sekvenovani, kdy nalezem bylo nékolik
neocekavanych diagnoz - autozomalné recesivni polycystoza, kozni porfyrie ¢i nefronoftiza.
Pozoruhodny byl ndlez dosud nepopsaného deficitu v genu F'/ /R podminéného homozygotni
sestfithovou mutaci v genu F'/ /R u probandky s jaterni cirh6zou a jeji zdravé sestry. Protein
F11R se ucastni vzniku tésnych mezibunéénych spojeni, deficit v genu 717 u mysi
predisponuje k postiZeni jater. Zasadnim nadlezem byly varianty v genu /F'7/72 asociovaném
s fenotypové variabilni ciliopatii, které jsme nalezli u dvou nemocnych s izolovanym

cholestatickym postiZzenim jater.

Abstract

The discovery of the molecular basis of Rotor syndrome consisting in biallelic inactivating
mutations in both SLCO1B1 and SLCO1B3 genes encoding hepatic transporters OATP1B1
and OATP1B3, together with the previously described association of the rs4149056 variant in
OATPI1BI1 with statin-induced myopathy (SM), led us to hypothesis that private variants in
OATPI1B1 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 CLCN1, 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'T172 associated with phenotypically variable ciliopathy, which we

detected in two patients with isolated cholestatic liver disease, was fundament

1. Uvod

Jaterni transportéry se podili na vzniku nékterych jaternich onemocnéni véetné
vzacnych genetickych chorob. Mezi zékladni metody zkoumdani genetickych chorob se
v poslednich letech zatadilo celoexomové sekvenovani, které je jednoticim prvkem pfi feSeni

pficin jaterniho postiZeni u naSich pacientd.

Predispozice ke statinové myopatii mize byt podminéna genetickymi variantami jak

v cytochromech P450 které metabolizuji statiny, tak v pfenasecich statinti, které ovliviiuji
koncentraci statintl a jejich metabolitti v krevnich buitkédch a myocytech. Statiny (Sirtori,
2014) jsou inhibitory 3-hydroxy-3-metyl-glutaryl-coenzym A reduktasy, které snizuji celkovy
a LDL cholesterol v séru. Ackoli jsou tyto 1éky obecné dobie sndseny, znaény pocet pacientli
trpi vedlejSimi efekty po zahajeni 1écby statiny, kterd zahrnuje slabost a bolest svali. Kromé
toho muze podavani statinii demaskovat jiz existujici myopatii zptisobenou heterozygonim
nosic¢stvim mutaci zptsobujicich svalové onemocnéni. Studie rodin naznacuji vyznamné
zapojeni genetické slozky ve statiny indukovanych onemocnénich. Za nejvyznamnéjsi
geneticky faktor predisponujici ke statiny indukované myopatii jsou povaZovany varianty

v genu SLCO1B1 kodujicim protein OATP1B1 exprimovany v sinusoidalni membrané
jaternich bun¢k. OATP1B1 funguje jako pfenase¢ odpovédny za jaterni vychytavani Siroké

Skaly substratii aniontové povahy.

Zavazna cholestaza (Elferink, 2003) je definovana jako naruSeni normalniho toku Zluci

zpusobené bud’ funkénim defektem na trovni hepatocytti, nebo obstrukei na irovni



zlucovodu. Sekrece zluci hraje kliCovou roli ve fyziologii jater, protoze zlu¢ slouzi jako
dilezitd vylu¢ovaci cesta pro mnoho endo- a xenobiotik. Sekrece zluci zavisi na funkci fady
membranovych transportnich systémt exprimovanych v hepatocytech a v epitelovych
bunkach zlu¢ovodl a na strukturalni a funk¢ni integrité Zlu¢ového sekrecniho aparatu.
Zmeénéna exprese a/nebo funkce membranovych transportérti mize byt zékladem nékterych
forem cholestazy (Zollner & Trauner, 2008). Vrozené poruchy sekrece zlucovych lipida
zahrnuji pfedevsim poruchy sekrece primarnich, sekundarnich a terciarnich ZK,
fosfatidylcholinu a neesterifikovaného cholesterolu. Do této skupiny fadime predevsim
syndromy PFIC, které¢ jsou monogenni recesivni onemocnéni nékolika typi a genti zahrnujici

varianty v genech ABCB11, ATP8B1, MDR3, TJP2 a dalSich.

2. Cile prace

2.1 Objasnit vyznam SLCOIB7 v etiologii a patogenezi
Rotorova syndromu

2.2 Zjistit prispévek variant v panelu kandidatnich genu
asociovanych se SM a pripadné identifikovat nové kandidatni
geny

2.3 Zjistit prispévek patogennich variant v panelu
kandidatnich geniti asociovanych s dédi¢nou cholestizou a
pripadné identifikovat nové kandidatni geny

3. Metodika

3.1 Vybér pacienti

Vybér pacientl probihal na zaklad¢ stanovenych parametrii pro jednotlivé studie. Zakladnim
kritériem byla kompletni dokumentace a anamnéza, véetné biochemickych a dostupnych

imunohistologickych vysetfenich, podle kterych probihala fenotypizace. Byly ziskany vzorky
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od dostupnych ptibuznych 1. stupné pro segregacni studie. VSichni, kdo poskytli vzorky
DNA, podepsali schvéaleny informovany souhlas s genetickym testovanim. Protokol studii byl

v souladu s etickymi zasadami Helsinské deklarace z roku 1975.

3.3 Sangerovo sekvenovani

Sekvenovani DNA gelové purifikovanych produktii PCR bylo provedeno podle pokynt
vyrobce s kitem 3.1 Dye terminator cycle sequencing a na pfistroji Applied Biosystem ABI

3130 Genetic Analyzer.

3.2 Celoexomové sekvenovani

Knihovny exomt byly po sonické nebo mechanické fragmentaci zkonstruovany podle pokynt
vyrobce dle standardnich protokolll a nasledné probéhla hybridizace DNA knihovny

s oliogonukleotidovymi sondami specifickymi pro jednotlivé exony. WES se provadél pomoci
ptistroje Illumina HiSeq 1500 a Illumina NextSeq 500, kde byla provedena Bridge
amplifikace a syntéza pomoci fluorescencné znacenych terminac¢nich bazi. Porovnani

s referen¢ni sekvenci (hgl9 build) a pfifazeni variant bylo provedeno pomoci Novoalign a
GEMINI nebo Qiagen CLC Genomics Workbench 12. Pro anotaci a interpretaci byly vybrany
identifikovatelné varianty s MAF pod 5% podle databaze gnomAD. K zobrazeni dat byl
pouzit IGV Viewer.

3.3 Amplifikace dlouhych Fetézcii a jednomolekulové
sekvenovani

Oblast pozadované varianty o délce 22 800bp byla amplifikovana pfimo z genomové DNA
pomoci Long Range PCR. Cirkularni DNA byla sekvenovana v redlném Case na pfistroji

firmy Pacific Biosciences a analyzovana softwarem Pacific Biosciences SMRT Link.

3.4 RNASeq - analyza mRNA vytéru z nosohltanu

Celkova RNA byla izolovana z vytéru z nosohltanu. Knihovna RNA byla pfipravena pomoci
KAPA RNA Hyper-prep kit, pfepsana do cDNA a sekvenovéna na pfistroji [llumina NovaSeq
6000. Analyza a anotace byla provedena programem Salmon v1.3 pomoci databidze Ensembl

EnsDbH.sapiens.v75.



4. Vysledky a diskuse k jednotlivym publikacim

4.1 Funk¢ni vyznam SLCOI1B?7 v etiologii a patogenezi
Rotorova syndromu - publikace ¢. 1

Rotoriiv syndrom (RS) je autozomalné recesivni genetické onemocnéni charakterizované
nedostatkem v jaternim vychytavani a uklddani bilirubinu (Kimura et al., 2021). Pfi¢ina
vzniku RS (van de Steeg et al., 2012) byla objasnéna nalezem rozsahlych deleci a bialelickych
sestfthovych a nonsense variant pfitomnych soucasné v obou genech SLCOIB1 a SLCOI1B3
(Kim et al., 2022) kédujicich transportni proteiny OATP1Bla OATP1B3 (Liu et al., 2021).
Kompletni ztrata funkce ¢i exprese proteint 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 transportéri 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 centrizondlnich 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 zistala otazka vyznamu SLCO1B7. Ptedpokladalo se, ze SLCOIB7 je
nefunk¢ni 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
piedstavuje jediného funkéniho ¢lena mysi rodiny genti Slcolb. In silico analyzou navrzené
prodlouzeni o dva exony na 5’- konci ani alternativné sestiihany fuzni produkt AY442325
¢tecich ramett SLCOIB3 a SLCO1B7 se nam v lidské jaterni cDNA, nepodatilo metodou PCR
amplifikovat. Metoda byla navrzena tak, aby FW-primer pieklenul spojeni exonti 4 a 5
SLCOI1B3 a R-primer spojeni exonll 7 a 8§ SLCO1B7, pti€emz fuze Ctecich rdmct se
ptedpokladala mezi exonem 5 SLCOIB3 a exonem 5 SLCOIB7. Metodou PCR bylo mozné



detekovat pouze amplikony cDNA SLCOI1B7 (exony 2 —4 a exony 10— 11) (Obr. 10). Tyto
udaje podpofily hypotézu, ze SLCOIB7 je nefunk¢ni gen, jehoz mRNA je rychle
degradovana. Mutace nebo tplna delece v tomto genu tak sotva mohou hrat néjakou roli pfi

vzniku RS.

Studiem fuzniho trasportéru SLCO1B3-SLCO1B7 (LST-3TM12) se nasledné zabyvala
Henriette E. Meyer zu Schwabedissen (Malagnino et al., 2018). Nejprve ukazala, ze LST-
3TM12, ktery je produktem sesttihu SLCOIB3 a SLCOIB7, je jak na irovni mRNA, tak
proteinu exprimovan v jatrech. Piesné misto fuze se s ohledem na vysoky stupen sekven¢ni
homologie SLCO1B3 a SLCOI1B7 se autorim 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. Nosicstvi alely T by mozna vysvétlilo nami diive pozorovanou
nemoznost amplifikovat fuzni sekvenci. Ve stejné praci (Malagnino et al., 2018) pak Meyer
zu Schwabedissen a spol. ukazali, ze zatimco protein SLCO1B3 je lokalizovan v basolateralni
membrané hepatocytl a enterocytll, protein LST-3TM12 je exprimovan ptredevsim v
endoplazmatickém retikulu. V dal$i 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 membrané 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 SLCO1B1 a SLCO1B3 a rozsdhlou homozygotni
deleci zasahujici vSechny tii lokusy SLCOI1B3, SLCO1B7 a SLCOIB]I jsme nezaznamenali
zadné rozdily v jejich fenotypu (van de Steeg et al., 2012)



A

exon 2
SLCC1Blex2-3 gtgattgtttcaaactgagcatcaacaacaa———aaacatttgtatgatatctatattt 356
SLCC1B3ex2-3 gtgatcatttcaaaccaagcatcagcaacaattaaaaatattcacttggtatctgtagtt €0
L3T-3TM12 gtgattgtttcaaagtaggcaacaaaaacaattaaaaacattcat-tgacatctgtagtt 59
AhkhkAk _AkkAAAA S L L L N S 21 kA AhkAk Ak hhkkk _hk hk
translation
SLCO1Blex2-3 caat GGACCAAAATCAACATTTGAATAAARCAGCAGAGGCACAACCTTCAGAGAATA 116
SLCO1B3ex2-3 taat: GGACCAACATCAACATTTGAATAAARCAGCAGAGTCAGCATCTTCAGAGARARA 120
LST-3TM12 caaatATGGA(TABAATCAACATTTGAATAAGACAGCAGAGGCACAATCTTGAGAGARTA 119
dhk e AEkAhkAh Ak KA A I A AR I A A hhhdt Ahdkhhhhddt Kk * Kk LS 22 2 8 8 2
' stop- - - sfop '
exon 3
S5LCO1Blex2-3 AGAAAACAAGATACTGCAATGGATT GTTCTTGGCAGCTCTGTCACTCAGCTTTA 176
S5LCO1BR3ex2-3 AGAAAACAAGACGCTGCAATGGATT GTTCTTGGCAGCCCTGTCATTCAGCTATA 180
LST-3TM12 AGAAAACAAGGCACTGTGATGGGTT ATG 179
**********_ _*i* _!{i!{i_!{* hhh Ak ******_** L2 2 2 i***!{*:*_
SLCC1Blex2-3 TTGCTAAGACACTAGGTGCAATTAT TATGAAAAGT TCCATCATTCATATAGAACGGAGAT 236
SLCC1B3ex2-3 TTGCTAAAGCACTAGGT GGAATCAT TATGAAAATT TCCATCACTCAAATAGAAAGGAGAT 240
LST-3TM12 TTGCTAANGCACT AGCTGGAATTTTTATGAAAATATCAACCACTCAAATAGAAAGGAGAT 239

AAAKRAE  _AKERAK KK Ahh :*1:{****** SRR A Ak ARAsARAAAA _kAkhhhk

NC_000012, exon 1

SLCO1Blex2-3 TTGAGATATCCTCTTCTCTTGTTGGTTTTATTGACGGAAGCTTTGAAATTG 287
SLCC1B3ex2-3 TTGACATATCCTCTTCTCTTGCTGGTTTAATTGATGGAAGCTTTGAAATTG 291
LST-3TM12 TTGAGATATCCTCTTCTCT TGTTGGT T TAATTGATGGAAGCTTOGAAATAL 290

hdkd hhkhkhkhkhkhkA kA kA A hh Ahkhhhhkohhhhkhk hhkhkkhhhkr FhkAdk ¥k

SLCO1B3
AY257471
S NC 000012 e
LST-3TM12 —~ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
PCR —5eR 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 referencni sekvence genu SLCO1B7 je podtrZzena. Pocatky exonti 2 a 3 jsou vyznaceny. Boxy
v sekvenci genu SLCOIB?7 representuji stop kodény. Cary oznaduji fragmenty SLCOIB7, které byly
amplifikovany z lidské jaterni cDNA.

4.2.1 Vzacné varianty predisponujici ke statiny indukovanym
myopatiim — publikace ¢. 2

Cilem studie bylo hledani genetickych variant ovliviyjicich jaterni vychytavani statind, jejich
metabolismus nebo predispozici ke svalovému onemocnéni, které mohou podminovat
nachylnost k myopatii. V navaznosti na objasnéni molekularni pfi¢iny RS (van de Steeg et al.,
2012) a prokazanou asociaci genotypu SLCOIB1 rs4149056 (c.521T>C (p.Vall74Ala))
(Group et al., 2008) se simvastatinem indukovanou myopatii (Cooper-DeHoff et al., 2022)
jsme piedpokladali, Ze vyznamnou tlohu by mohly hrat vzacné varianty v ,,rotorovskych*

genech SLCOIBI a SLCO1B3 (Fernandes Silva, Ravi, Vangipurapu, Oravilahti, & Laakso,
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2022) (Ciuta et al., 2023). Pti planovani studie jsme se vSak rozhodli nesousttedit se pouze na
lokus SLCO1B (Na Takuathung, Sakuludomkan, & Koonrungsesomboon, 2021) a s pouzitim
tehdy nové techniky masivniho paralelniho sekvenovani jsme provedli sekvenovani celé¢ho
exomu u 88 jedinct s klinicky a laboratorné dokumentovanou statinovou myopatii (Wankaew
et al., 2022). Nejprve jsme analyzovali varianty ve (v dob¢ publikace €. 2) zndmych genech
asociovanych se SM (Tab. 5). K nalezeni novych kandidatnich geni 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
Ctyt pacientl. Kromé toho jsme detekovali Castéjs$i vyskyt potencialné patogennich variant ve
znamych kandidatnich genech MYOT (Guglielmi et al., 2023), CYP3A5 (Elalem et al., 2022),
SH3TC2 (McMacken et al., 2021), FBXO32 (GronholdtKlein et al., 2023) a RBM20
(Kornienko et al., 2023). Zatéz genu SLCO1BI byla reprezentovana predevsim populaéné
Castou variantou rs4149056 (¢.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 fadé fyziologickych procest a ziskanych onemocnéni.
Kanaly CLCNT1 jsou zodpovédné za repolarizaci sarkolemy po ak¢énim potencidlu v kosternim
svalu a jsou spojovany s kongenitadlni myotonii, myotonickou dystrofii i s dal§imi patologiemi
svalll.(Altamura et al., 2018) Iontové kanaly, zejména chloridovy kanal CLCN1, se zdaji byt
citlivym cilem pro pisobeni statinll. ProtoZe tyto kanaly jsou dulezité pro excitabilitu a
kontrakci ¢i relaxaci kosterniho svalu, mize jejich porucha ptispét k myopatii. Zvysené riziko
myopatie v disledku 1é¢by statiny se mtize objevit béhem starnuti a/nebo patologii
charakterizovanych zakladni alteraci iontovych kanali kosterniho svalu. Zasadni uloha kanalu
CLCNI (Hu, Kim, Antoury, & Wheeler, 2023) byla prokdzana u vrozenych onemocnéni, jako
je kongenitalni myotonie (MC), u niz ztrata funkce mutaci v genu CLCNI podmiiiuje
hyperexcitabilitu sarkolemy a selhani relaxace po kontrakci. Podobné u pacienti
podstupujicich statinovou terapii mize byt pro vznik vedlejSich ucinki na svaly kritické
sniZeni u¢innosti kanalu CLCN1 souvisejici s vodivosti chlorida (gCl). Protein CLCN1
(Maggi, Bonanno, Altamura, & Desaphy, 2021) je vyrazn€ sniZen u pacientl s klinickymi
piiznaky myopatie indukované statiny a ve vétSin€ pripadil se tento ucinek vyskytuje
soubézné s modifikaci elektromyografickych zdznami, ackoli normalni elektromyogramy
nevylucuji pfitomnost statinem indukované myotoxicity (Kee, Chin, Kennedy, & Maggo,

2020). Na rozdil od vysledkt ziskanych u potkanii 1é¢enych statiny, u nichz byl transkript
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CLCNI sniZen v souladu se snizenim proteinu CLCN1 a gCl, nebyla odpovidajici hladina
mRNA ve svalovych biopsiich pacientil 1é¢enych statiny vyznamné zménéna.

Kromé toho zména oxidativniho a glykolytického metabolismu a sarkopenie Cini svalova
vlakna citlivéjSimi na stresové podminky 1 na myopatii. VSechny tyto poznatky podporuji
opatrnost pii 1é¢bé€ statiny u starSich osob a u predisponovanych dospélych. Moznost posoudit
klinicky vyznamnou roli téchto biomarkert pti ur€ovani poskozeni kosterniho svalu pomoci
genetické analyzy nebo svalové biopsie mtlize otevfit cestu k preventivni terapii - napiiklad
1éky schopné zvysit aktivitu chloridovych kanalit 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 dilezitymi vedlejSimi G¢inky statinii mohou byt vysoce evolu¢né
konzervované. Statiny mohou vyvolavat fenotypové zmeény mitochondrii prostiednictvim
pfimé inhibice svalové Hmgcr a myofibrilarniho poskozeni pfipominajiciho myopatii, ktera je
spojena s inhibici ClC-a kosterniho svalu. Bylo pozorovéno, Ze chronicka 1éc¢ba fluvastatinem
zpusobuje snizeni celkové lokomocni aktivity a schopnosti Splhat, a 1écba fluvastatinem byla
spojena se snizenou expresi chloridového kanalu kosterniho svalu CIC-a (drozofilni homolog
CLCN1), 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 zdlraznuje roli chloridovych kanala kosterniho svalu pro
statinové svalové fenotypy a jejich potencial, mozna i1 jako biomarkeru pro SM pro budouci

klinické studie.
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Tab. 5 Geny asociované se statinovou myopatii

Statin transport, blood concentration: ABCB1, ABCG2, CYP2C8, CYP2D9, CYP3A4, CYP3AS5, SLC15A1, SLCO1B1, SLCO1B3,
SLcO2B1

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

Factors affecting calcium homeostasis: ATP1A1, ATP1AZ, ATPIB1, ATP1GI1, ATP2A1, RYR1

Cell energy metabolism: AMPD1, CPT2, GAA, PYGM

Variants affecting production of coenzyme Q10 : COQ10A, COQI10B

Muscle vascularization: AGTR1, NOS3

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

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

Congenital muscular dystrophies: LAMA2, BAG3, CAV3, CNBP, COLG6A1, COL6AZ, COLGA3, 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, SYNE2, TMEMA43

Limb-girdle muscular dystrophies: ANO5, CAPN3, DAG1, DES, DNAJB6, DPM3, DUX4, DYSE, PABPN1, PLEC, POMGNT1, PTRE
SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, TCAP, TNPO3, TRAPPC11, TRIM3, TRIM32, TTN

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

Congenital myasthenic syndromes: AGRN, CACNA15, COLQ, DOK7, DPAGT1, GFPT1, CHAT, CHRNAI, CHRNB1, CHRND, CHRNE,
CHRNG, LAMBZ, MUSK, RAPSN, SCN4A

Metabolic myopathies: ACADVI, ACAD9, AG1, C10orf2, CPT1B, ENO3, GBE1, GYG1, GYSI, HADHA, HADHB, LDHA, LPIN1, OPA1,
PFKM, PGAM2, PGK1, PGMI, PHKA1, PNPLAZ, POLG, POLG2, RRM2B, SLC22A5/0CTN2, SLC25A20, SUCLA2, TK2, TYMP

Vacuolar myopathies: EPG5, GNE, LAMP2, VCP. VMA21

4.2.2 Odchylky v poctu kopii u pacientii se statinem
asociovanymi myopatiemi — publikace ¢. 3

Nekteti pacienti jsou nachylni k myopatii spojené se statiny (SM), a to bud’ z divodu
genetickych zmén ovliviiyjicich vstfebavani statind a jejich metabolismus, nebo proto, Ze
jejich nositelé jsou predisponovani k vyskytu svalovych onemocnéni. Mezi ¢astymi
variantami zkoumanymi metodou celogenomové asociacni studie piedstavuje SLCOIBI1
¢.521T>C jediny ovéfeny prediktor SM u pacientili 1écenych vysokymi davkami simvastatinu.
Nasim cilem bylo zjistit celkovy piispévek zmén v poctu kopii (CNV) na SM diagnostikované
u 86 pacientii. CNV byly detekovany pomoci genotypizace celého genomu genomovou
hybridizaci. Exomové sekvenacéni tidaje byly pouzity pro validaci CNV v lokusech
souvisejicich se SM. Kromé toho jsme provedli specifické hleddni CNV v oblasti SLCOIB,
ktera byla detekovana u pacientl s RS. Ve vySetfeném souboru nemocnych jsme u dvou
pacientil 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) diive spojovaného se SM, u druhého byla pfitomna CNV genu LARGE (M. Wang, Tao,
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& Huang, 2021) (Katz & Diskin, 2022) spojeného s vrozenou svalovou dystrofii. Dalsi dva
pacienti nesli delece v CYP2C19 (Dai et al., 2022), coz mtze predisponovat k interakcim
1é¢by klopidogrelem se statiny (Tab. 6). Nenalezli jsme vSak zadné velké CNV potencialné
spojené se SM, a to ani v lokusu SLCO1B. Nase zjisténi tedy naznacuji, ze velké CNV nehraji
v etiologii SM podstatnou roli.

Doposud nebyla publikovana 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 SM 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 CYP2C18, 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 SM? interaction SM?

*DGV - katalog lidskych genomickych strukturnich variant

4.3.1 Deficit ABCB4 napodobujici Wilsonovu chorobu
publikace ¢. 4

Progresivni familidrni intrahepatéalni cholestaza typu 3 (PFIC3) je vzadcné autozomalné
recesivni cholestatické onemocnéni jater zptisobené genetickym deficitem ATP-binding
cassete subfamily B member 4 (4BCB4), kanalikularni flopazy ptenésejici fosfolipidy z
vnitiniho do vnéjsiho listu kanalikuldrni membrany hepatocyt. PFIC3 (Martinez-Garcia,
Molina, Gonzalez-Aseguinolaza, Weber, & Smerdou, 2022) se vyznacuje produkci hydrofilni
zlu¢i s litogennimi vlastnostmi, ktera je Skodliva pro hepatobiliarni epitel. Chronicka
cholestdza muze byt u nékterych pacientli 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

puvodné diagnostikovala a 1é¢ila WD. Zatimco genetické testovani na WD bylo negativni,
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dalsi molekuléarni a histopatologické analyza odhalila dvé nové mutace (c.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 nékdy se
piekryvajici klinické a laboratorni znaky, které mohou predstavovat diferencialné
diagnosticky problém, ktery byl jiz nékolikrat publikovan (Boga, Jain, & Schilsky, 2015;
Ramraj, Finegold, & Karpen, 2012). Vzhledem k tomu, ze se 1éba pacienti u WD a PFIC3
vyznamné lisi, je tfeba provést genetickou analyzu.

V recentnim souhrnném ¢lanku se zminuje moznost zdmény 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 nalezen4 u pacienta a jeho ptimych piibuznych. (B) Detekce
mutace c. 833+1G>T pomoci PCR-Hpy8I RFLP.
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4.3.2 Varianty v IFT172 u pacientti s nesyndromickym
cholestatickym jaternim onemocnénim — publikace €. 5

Genové¢ defekty prispivaji 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 piedchoziho nalezu Sangerovym sekvenovanim v asociovanych genech ABCBI1,
ATP8BI1, ABCB4 nebo JAGI, a pro primarni posouzeni dalSich 17 pacientti (10 déti). Analyza
mRNA z vytéru z nosohltanu byla provedena za G¢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 pacientli 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'/ 1R (Czubak-Prowizor, Babinska, &
Swiatkowska, 2022) pfi¢inou jaterniho onemocnéni.

U dvou nepiibuznych pacientl se vyskytly nové bialelické varianty v genu /FT172, ktery se
podili na vzniku dysplazie kratkych Zeber hrudniku 10 a Bardet - Biedlova syndromu 20.
(Zheng et al., 2023). Jeden pacient, homozygot pro /F'7172 rs780205001 c.167A>C
p.(Lys56Thr) narozeny ptibuznym rodicim z prvniho kolena m¢l ve véku 4 let onemocnéni
jater, které bylo na zékladé biopsie interpretovano jako ukladani glykogenu, po niz
nasledovala nefronoftiza v dospélosti ve 25 letech. Druhé dité, slozeny heterozygot pro novou
frameshift variantu /F'77172 NM_015662.3 ¢.2070del p.(Met690Ilefs*11) a 2 syntenni
missense varianty /F7172 rs776310391 c.157T>A p.(Phe531le) a rs746462745 ¢.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 ndlezy naznacuji souvislost variant /F'7772 s nesyndromickym cholestatickym

jaternim onemocnénim. Na recentni publikaci €. 5 zatim neni Zddny ohlas.
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Alagille syndrome Sanger sequencing WES‘
(n=22) SR 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 9/53 (17.0%) found 0/9
Diagnostic WES
uncertainty 17 uncertain,
(n=17)

found(8)/17 (25%)
[ PPOX, PKD4, TMEMG7, 2x IFT172

Obr. 12 Schéma zarazovani pacientii a analyzy vzorki. S diagnézou zaloZenou na vztahu
genotypu a fenotypu bylo Sangerovym sekvenovanim vysSetieno 169 pacientl pro varianty v JAG1 (n=22),
ABCBI11 a ATP8BI1 (n=94) a ABCB4 (n=53). Zbyvajicich 17 pacientii s nejistou diagnézou bylo ptimo
vySetteno WES. Devatenact z 22 klinicky diagnostikovanych pacientti s Alagilleovym syndromem neslo
monoalelické P, LP nebo VUS varianty v JAG1. Ctyficet jedna ze 147 pacientd s nesyndromovou cholestdzou
byli homozygoté nebo slozeni heterozygoté pro varianty P/LP/VUS bud’ v ABCB11 nebo ATP8B1 (32 pacientt
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. P — patogenni, LP — pravdépodobné
patogenni, VUS — varianta nejasného vyznamu.

5. Zavér
V ptedkladané disertacni praci jsou shrnuty vysledky téchto studii.

1. NasSe vysledky podpotily hypotézu, ze SLCOIB7 je nefunkéni pseudogen, jehoZ mRNA je

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

2. Potvrdili jsme dfive popsanou tlohu proteinu OATP1B1, konkrétné jeho varianty
c.521T>C (p.Vall74Ala), v predispozici k SM. Déle byl identifikovan novy kandidatni gen
CLCNI1, jehoz deficit je pficinou dédi¢né myotonie. Prispévek vzacnych variant v genech

SLCOIB1 a SLCOIB3 ani zmén v poctu kopii vSak nebyl prokazan.

3. Potvrdili jsme, Ze diferencialné diagnosticky problém zamény PFIC3 s WD mtize vyftesit
pouze molekularni vySetfeni. Zachytili jsme rodinu s dosud neposanym deficitem F11R
podminénym homozygotni sestfihovou mutaci, jehoZ klinicky vyznam vSak zlstava nejasny.
Zasadnim ndlezem jsou dosud nepopsané patogenni varianty v genu /F'7172 u nemocnych

s primarnim cholestatickym onemocnénim jater.
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