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SOUHRN

Statiny jsou léky, které snizuji hladinu cholesterolu v krvi. Blokuji syntézu cholesterolu
V jatrech a uzivaji se pii prevenci kardiovaskularnich onemocnéni. NejcastéjSim vedlejSim
ucinkem terapie statiny jsou svalové obtize — myopatie. Mimo dal$ich faktort jsou pro vznik
statinovych myopatii klicové genetické predispozice. Genotypizace variant gend asociovanych
se statinovymi myopatiemi umoznuje individudlni pfistup pfi terapii @ rovnéz umoznuje snizit
riziko vzniku téchto komplikaci.

Teoreticka Cast diplomové prace Sse vénuje ischemické chorobé srdec¢ni, dale biosyntéze
cholesterolu a jeji regulaci. V nasledujicich kapitolach jsou popsany jak statiny, tak metody
objevovani a genotypizace jednonukleotidovych polymorfismi se zaméfenim na technologii

MassArray.

Cilem experimentalni casti byla genotypizace jednonukleotidovych polymorfismi gent
SLCO1BL1 (rs4149056), GATM (rs9806699) a LILRB5 (rs12975366) u pacientt s ischemickou
chorobou srde¢ni. V porovnani s publikovanymi vysledky nebyl zaznamenan vyznacny rozdil
v genotypovych, alelickych a fenotypovych frekvencich u polymorfisml rs4149056
ars9806699. Frekvence alely T u polymorfismu rs12975366 byla 49 %, tzn. nizsi, nez byla

predpokladana frekvence.

Genotypizace téchto polymorfismi mize usnadnit identifikaci pacientd, ktefi maji predispozice

ke statinovym myopatiim.



SUMMARY

Statins are medicaments that reduce cholesterol levels in blood. They block the synthesis
of cholesterol in liver and are used as a prevention of cardiovascular diseases. The most
common side effect of statin therapy is muscular weakness — myopathy. Apart from other
factors, genetic predispositions are the crucial source of statin-induced myopathy. Genotyping
of the individual genetic variants associated with statin-induced myopathies enables
an individual approach within the therapy and helps reduce the risk of its formation.

In the theoretical part of this thesis I discuss the definition of the ischemic heart disease,
cholesterol biosynthesis and its regulation. In the following chapters, statins and methods for
detecting and genotyping of single-nucleotide polymorphisms are discussed with focus
on the MassArray technology.

The aim of the subsequent experiment is to carry out the genotyping of single-nucleotide
polymorphisms of the following genes: SLCO1B1 (rs4149056), GATM (rs9806699)
and LILRB5 (rs12975366) by patients with ischemic heart disease. With respect to the published
results, no significant variation of genotype, allelic or phenotype frequencies of rs4149056
and rs9806699 polymorphisms was found. The frequency of the T-allele of rs12975366
polymorphism was 49 %, e.g. lower that the expected frequency.

Genotyping of these polymorphisms could enable easier identification of patients with

predispositions for statin-induced myopathies.
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1 UVOD

Kardiovaskuldrni onemocnéni VvV Cele s ischemickou chorobou srde¢ni jsou celosvétove
nejCastej$i pri¢inou umrti. Rizikovym faktorem vzniku kardiovaskularnich onemocnéni
je zvySena hladina cholesterolu a dal$ich lipida v krvi. Vysoka hladina lipida v Krvi, spole¢né
s dalsimi faktory, vede K jejich postupnému ukladani ve sténach cév a zpisobuje jejich z(zeni,
ptfipadné ucpani. Vysledkem jsou pak akutni formy ischemické choroby srdecni, napiiklad

infarkt myokardu.

Pro prevenci kardiovaskularnich nemoci se uzivaji statiny. Statiny blokuji syntézu cholesterolu
Vv jatrech a tim sniZzuji jeho hladinu v Krvi. Jedna se o jedny z nejcastéji piedepisovanych 1éku
Vv klinické praxi. Ackoliv jsou statiny u vétSiny pacientli dobfe ptijimany, u 10-15 % pacientti
se objevuje statinova intolerance, ktera se projevuje svalovymi myopatiemi a dal§imi ptiznaky,

jako je bolest hlavy, nevolnost a dalsi (Banach et al., 2015).

wrwe

predispozicemi. Polymorfismy gent, jejichz produkty se u¢astni metabolismu statind, vyrazné
ovlivituji pfitomnost ¢i nepiitomnost vedlejsich ucinka statind. Zahrnuti genetickych faktort

pii uzivani statini ma velky vyznam pro piedchazeni statinové intoleranci a efektivni 1é¢bu.

V této diplomové praci byla provedena genotypizace polymorfismt genit SLCO1B1, GATM
a LILRBS, u kterych byla potvrzena asociace se statinovymi myopatiemi u souboru pacientii

s 1schemickou chorobou srdec¢ni.



2 CILE PRACE

1) Vypracovani literarni reserSe na téma ,,Metody detekce genovych variant ovlivitujicich
ucinek statini*

2) lzolace DNA z periferni krve 116 pacientt s diagndzou ischemické choroby srde¢ni

3) Genotypizace polymorfismi 1rs4149056, 1s9806699 ars12975366 technologii
MassArray

4) Statistické vyhodnoceni genotypovych, alelickych a fenotypovych frekvenci

U testovaného souboru pacienti



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Ischemicka choroba srdecni (ICHS)

Ischemicka choroba srde¢ni je skupina kardiovaskularnich onemocnéni, ktera vznika
na zakladé omezeni nebo zastaveni pfitoku krve, zpisobeného zménami na véncitych tepnach

do konkrétni oblasti srde¢niho svalu, kde vznika ischemie az nekroza.

3.1.1 Ateroskleroza

Nejcastéjsi pricinou vzniku vSech typit ICHS je aterosklerdza. Jedna se o cévni onemocnéni
S bunéénymi a metabolickymi zménami v tepenné sténé. Hromadénim lipidd, cholesterolu,
vapniku a dal$ich latek v cévni sténé vznika ateroskleroticky plat, ktery se postupné zvétsuje
a omezuje prutok krve, coz vede ke snizeni zasobeni organd kyslikem. Aterosklerdza se vyviji

postupné v pritbéhu Zivota, a to v nékolika fazich. (Spinar et Vitovec, 2003).

Mechanismus vzniku aterosklerozy vysvétluji dvé zakladni hypotézy: lipidova hypotéza
a hypotéza endotelového poskozeni, které byly pozdéji slouceny Vv jednotnou hypotézu vzniku
aterosklerézy. Lipidova hypotéza byla formulovana jiz v polovin¢ 19. stoleti Rudolfem
Virchowem. Tato teorie vychazi z toho, Ze zvySena koncentrace plazmatickych lipidi vede
K jejich postupné akumulaci ve sténé cév. Ross et Glomset (1976a) definovali hypotézu
endotelového poskozeni (,,response-to-injury*). Chronickym plsobenim exogennich

I endogennich faktord (viz Tab. 1) dochazi k poruse funkce endotelovych bunék.

Tabulka 1: Rizikové faktory vzniku aterosklerozy

Hypercholesterolémie

Koureni

Hypertenze

Modifikovatelné rizikové faktory | Diabetes mellitus

Nedostatek fyzické aktivity
Obezita

Infekeni agens

Vek muzu > 45 let, vék zen > 55 let

Nemodifikovatelné rizikové faktory | Muzské pohlavi

Genetické predispozice




Na misto endotelového poskozeni adheruji monocyty, makrofagy a trombocyty, cirkulujici
v krevnim fecisti. Makrofagy zachycuji plazmatické lipidy, dochdzi k oxidaci lipidl a vzniku
penovych bunék. Makrofagy, pénové builkky a trombocyty, zachycené na poskozenych
endotelovych buiikach, navozuji proliferaci bunck hladké svaloviny cév, ztratu kontroly
propustnosti endotelu a fadu dalsich patofyziologickych zmén, které postupné vedou ke tvorbé
aterosklerotického platu (Ross et Glomset, 1976b; Ross et al., 1977).

Existuji dva typy aterosklerotickych platd, které se 1isi svym slozenim. Stabilni platy obsahuji
velké mnozstvi kolagenu a endotelovych bunék, naproti tomu mensi mnozstvi lipidt. Tento typ
platu sice ovliviiuje pratok krve, ale po fadu let byva staly a vétSinou zplsobuje vznik
nebolestivych forem ICHS. Rizikové&jsi jsou nestabilni aterosklerotické platy, které jsou
charakterizovany mékkym lipidovym jadrem a oproti stabilnim platim obsahuji ve vétSim
poméru lymfocyty a makrofagy. Nestabilni platy jsou také nachylnéjsi k prasknuti — ruptufe,
ktera byva pticinou vzniku akutniho koronarniho syndromu (AKS). Ruptura vede ke krvaceni
do platu a vzniku nasedajiciho trombu, ktery ¢aste¢né nebo GpIné omezuje krevni pritok. Dalsi

pfi¢inou vzniku AKS je napt. dynamicka obstrukce, jejiZz podstatou je nadmérna staZitelnost

hladkého svalstva cév (Falk, 2006).

Vznik aterosklerdzy je komplexni proces, na kterém se podileji krevni elementy, svalové
bunky, ale také vySe popsané bunky imunitniho systému, které jsou piitomny ve vSech fazich
ateroskler6zy. V posledni dobé je zdjem soustfedén praveé na imunitni a zanétlivé mechanismy
aterosklerézy a na potenciondlni pouziti zanétlivych markerti pro prognézu a diagnostiku
ateroskler6zy, respektive ICHS. Zanét je béZnou obrannou reakci organismu na rtzna
poskozeni. Ve specifickych mistech, jako jsou zakiiveni nebo vétveni tepen, dochazi k rychlym
zménam rychlosti a sméru toku krve (McMillan, 1985). Tyto hemodynamické zmény ovliviiuji
expresi gent, které koduji molekuly zodpovédné za adhezi a akumulaci imunitnich bunék
v namahanych mistech (Nagel et al., 1994). Mezi tyto molekuly patii selektiny, vaskularni
a intercelularni adhezni molekuly. Adhezni molekuly funguji jako receptory pro monocyty
a dalsi leukocyty. V momenté, kdy monocyty pfilnou K témto specifickym mistim a vzniknou
pénové bunky, jsou bunkami endotelu syntetizované jiné specifické molekuly, které ptitahuji
dalsi monocyty jako nasledek zanétlivé reakce. Nabor zanétlivych bun€k je tedy v prubéhu
vzniku ateroskler6zy postupny. Novou strategii pro prevenci kardiovaskularnich onemocnéni
jsou terapie zaméfené na snizeni rizika aterosklerotickych zanéti (Raggi et al., 2018; Ross

et Epstein, 1999).



3.1.2 Typy ICHS

ICHS se d¢li na nésledujici typy:

1. nebolestivé formy: 2. bolestivé formy:
e néma ischemie e angina pectoris (namahova nebo
e arytmie stabilni)
e srde¢ni selhani e akutni koronarni syndrom (AKS)

e njhld smrt

AKS pak zahrnuje jesté tato onemocnéni:

1. nestabilni angina pectoris
2. Prinzmetalova angina pectoris
3. infarkt myokardu (IM)

Nebolestivé formy

Mezi nebolestivé formy ICHS fadime némou ischemii, pii které dochazi k ischemii srde¢niho
svalu bez angindznich bolesti na hrudi. Néma ischemie je stejné jako vSechny typy ICHS
nejlépe diagnostikovana na zakladé elektrokardiografického vySetieni (EKG), kde jsou
hodnoceny zmény usekti ST, a pro némou ischemii jsou typické deprese usekti ST, vétsi nez
1 mm a trvajici déle nez 1 minutu bez bolesti na hrudi. Pfedpoklada se, ze se vyskytuje Castéji
nez bolestivé formy ICHS praveé proto, Ze ji neni snadné diagnostikovat, protoze pro ni nejsou

typické bolestivé symptomy (Schang et Pepine, 1977; Conti et al., 2012).

Arytmie (dysrytmie) jsou dysfunkce srde¢niho rytmu. Jednd se o rozsahlou skupinu
onemocnéni srdce. Pfi¢inami arytmii jsou poruchy vzniku nebo vedeni srde¢nich vzruchu.
Arytmie se lisi délkou trvani, pravidelnosti, mistem vzniku apod. Asymptomatické arytmie jsou
takové, které pacient nemusi vnimat — jde 0 pomalé ¢i chronické arytmie. Pro symptomatické
arytmie jsou specifické palpitace neboli nepfirozené vnimani buseni srdce a synkopy, coZ jsou
kratké ztraty védomi. Krome téchto ptiznakti mohou byt arytmie maligni a vést az k srde¢nimu

selhani (Spinar et Vitovec, 2003).

Srdec¢ni selhani je oznafeni pro soubor symptomdi, které jsou zpiisobeny onemocnénim
srdeéniho svalu nebo vlivem extrakardidlnich pfi¢in. Jde o postizeni srdce, u kterého
navzdory plnéni komor klesa minutovy vydej a srdce tak neni schopno pokryt metabolické
potieby tkani. Srde¢ni selhani probihd ve 3 fazich. V prvni fazi vznika pfi¢inné choroba, ktera

pak vede k dysfunkci srdce (rizné formy ICHS a dalsi kardiovaskularni choroby). Druha faze



je bezptiznakova a po né&jakou dobu se neméni. Tteti faze je typickd v manifestaci pfi¢inné
choroby a dochazi podle rychlosti vyvoje k chronickému nebo akutnimu srde¢nimu selhani

(Stejfa, 2007).
Angina pectoris

Angina pectoris je jednou z bolestivych forem ICHS a projevuje se sviravymi bolestmi na hrudi
postizen¢ho. Pfi¢inou vzniku je nahly nepomér mezi spotfebou kysliku a jeho piisunem
do srde¢niho svalu. Stejné ako u vétsiny ICHS muze byt divodem zGzeni cév vlivem
aterosklerdzy, ale i mnoho dalSich faktorti. Angina pectoris je Casto bezptiznakova, bolest je

vétsinou az poslednim symptomem ischemie myokardu.

Angin6zni bolest je vyvolana fyzickou namahou. Nejcastéji se projevuje pii chiizi do kopce,
U nahlého zrychleni pohybu, pfi dychani chladného vzduchu, pfi pohybu ihned po jidle,
dasledkem negativnich emoci anebo kombinaci téchto faktori. Pti zastaveni a odpocinuti bolest
ustava. Bolest je popisovana jako tupa, pal¢iva nebo tlakova v oblasti hrudni kosti S nejasnym
ohrani¢enim. Angina pectoris muze byt béhem zivota stabilni, vyssi riziko nastava pii jeji

manifestaci v podob¢ nestabilni anginy pectoris, ktera patii mezi AKS.

Nestabilni angina pectoris se déli do 3 skupin podle klinickych projevi: 1. nové vznikajici
zachvaty, 2. zhorsujici se zachvaty a 3. klidové zachvaty. Pro nové vzniklou anginu pectoris
jsou charakteristické bolesti bez predchazejici diagnostikované stabilni anginy pectoris. Dal$im
typem je zhorSena angina pectoris, u které dochazi ke zmén¢ charakteru onemocnéni v podobé
CastéjSich, intenzivnéjSich nebo déle trvajicich zachvatl. Poslednim a nejvaznéjsim typem
je klidova angina pectoris, kdy se zachvaty vyskytuji bez zvysené fyzické zatéze a bolesti
pietrvavaji vice nez 20 minut (Braunwald, 1989; Spinar et Vitovec, 2003).

Infarkt myokardu

Infarkt myokardu (IM) Ize definovat z riznych thld pohledu a v prubéhu let se jeho definice
promé&novala. V soucasné dobé& je IM z patologického hlediska definovan jako nekrdza bunék
myokardu, zptisobena dlouhotrvajici ischemii. Z klinického pohledu je IM stav, kdy dochazi
ke zvySeni a/nebo poklesu hodnot biochemickych markerd poskozeni myokardu,
jako jsou srde¢ni troponiny, kreatinkinaza (CK) a dalsi. Soucasné se musi vyskytovat alespon
jeden z nasledujicich projevi: a) symptomy ischemie myokardu, b) nové ischemické zmény
na EKG, c) vyvoj patologickych Q vin, d) dikazy o nové vznikajici ztraté viabilniho myokardu
nebo nove vznikajici abnormality srde¢ni stény. Tato kritéria plati pro akutni infarkt myokardu

(AIM). Existuje také tzv. piekonany (probéhly, pfechozeny) infarkt myokardu, pro ktery plati



a) pritomnost patologickych Q vin se symptomy nebo bez nich a vylouceni neischemickych
zmén nebo b) dikazy o ztrat¢ viabilniho myokardu nebo c) patologickoanatomicky nalez

ptekonaného IM (Thygesen et al., 2019).

Pti¢inou AIM je ruptura aterosklerotického platu s nasedajici trombozou. Podle rozsahu a mista
vzniku nekrdzy jsou infarkty myokardu transmuralni — nekroza prostupuje v celé Sifce sténou
srdecniho svalu, nebo subendokardidlni — nekr6za se nachédzi pouze ve vnitini ¢asti stény
srdecniho svalu. AIM doprovazeji angindzni bolesti, ale nejsou podminkou. V nékterych
ptipadech se AIM projevi az s postupnymi komplikacemi, jako jsou levostranné srde¢ni selhani
nebo synkopy. Rozhodujici pti vzniku AIM je doba od prvnich ptfiznakti po nasazeni 1é¢by.
Od toho se poté odviji nasledky a délka rekonvalescence pacienta (Stejfa, 2007).

3.1.3 Prognoézy a lécba ICHS

Rizika vzniku ICHS souvisi s jejich pficinou, ateroskler6zou. Eliminace rizikovych faktord
vzniku aterosklerozy pozitivné ovliviiuje vznik ICHS. Zdkladnim rizikovym faktorem
je obecné hypercholesterolémie, dale zvysena hodnota triacylgylcerolt a VLDL (very low
density lipoprotein) v krvi. Podle studie INTERHEART jsou konkrétné pro infarkt myokardu
rizikové jesté tyto faktory: psychosocialni faktory, uzivani drog (kokainu nebo amfetaminu),
nadmérna konzumace alkoholu a nedostate¢na konzumace ovoce a zeleniny (Yusuf et al.,
2004). Dale to je také ¢asova prodleva od prvnich potizi do zac¢atku 1écky AIM, zptisob 1éCby,
selhani ledvin, pocet zasazenych koronarnich tepen a ejekéni frakce levé komory. Po prvnim
prodélaném AIM se pravdépodobnost dalsiho infarktu také zvysuje (Steg et al., 2012; Lu et al.,
2015).

Lécba riznych typi ischemické choroby srdecni se lisi, ale spole¢né jsou jim obecné 1écebné
zasady. Kli¢ova je prevence ICHS. Samoziejmosti je eliminace veskerych modifikovatelnych
rizikovych faktori. Co setye samotné 1écby, tak v prvni fadé¢ se jedna o zastaveni
aterosklerotickych zmén a tim pfedchdzeni jejich zvétSovani a ruptury. K tomuto ucelu
se pouzivaji statiny, které se primarn¢ indikuji pii 1é¢bé hypercholesterolémie a vedou
ke stabilizaci aterosklerotickych platd. Dale je 1écba ICHS zaméfovana na prevenci
trombotickych komplikaci a malignich arytmii. Pfi pouziti medikamentli se vétSinou fesi
symptomaticka 1écba priznakd. V souvislosti s AKS jsou indikovany nitraty, beta-blokatory,

opiaty a dal§i (Spinar et Vitovec, 2003).



3.1.4 Epidemiologie ICHS
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predstavovalo umrti na ICHS podle svétové zdravotnické organizace 16,6 % z celkového poctu

vSech pfi¢in amrti na svété a v prubehu let se pocet piipada stale zvySuje (https://www.who.int).

V Ceské republice dokumentovaly vyskyt ICHS se zaméfenim na AKS registry CZECH 1,
CZECH 2 a CZECH 3. Kladly si za cil ziskat epidemiologické informace a postupy 1écby
u viech pacientd s AKS z riznych zdravotnickych zafizeni po celé CR. Do registru byli
zafazovani pacienti, ktefi byli hospitalizovani pro podezieni na AKS v definovaném obdobi.
Konkrétné se jednalo o diagndzy: infarkt myokardu, nestabilni angina pectoris, srde¢ni selhani
a neurcené bolesti hrudi. Podle registru CZECH 1, ktery probihal v roce 2005, byla incidence
AKS 3248 pacientt / 1 milion obyvatel / 1 rok. Nej¢asté&jsi diagndzou byl infarkt myokardu
(40 %), dale nestabilni angina pectoris (29 %) a neuréené bolesti hrudi (24 %) (Widimsky et al.,
2007). Nasledoval registr CZECH 2, ktery analyzoval data z roku 2012 a uvadi incidenci AKS
2149 pacientd / 1 milion obyvatel / 1 rok. Na rozdil od CZECH 1, nejvice pacienti bylo
hospitalizovano z diivodu neur€enych bolesti hrudi. Zvysil se také primérny vek ptijatych
pacientii z 66 na 68 let (Tousek et al., 2014). V roce 2015 byla v registru CZECH 3 odhadovana
incidence AKS 2250 pacienti / 1 milion obyvatel / 1 rok. Pfevazovali pacienti
s diagnostikovanym infarktem myokardu a poté nestabilni anginou pectoris. Celkové se da fici,
ze incidence AKS v pribéhu let klesa, coz lze piipisovat lepsi prevenci kardiovaskularnich

onemocnéni (Tousek et al., 2017).

3.2 Biosyntéza cholesterolu a jeji regulace

Cholesterol je steroidni organickd molekula, ktera je dileZitou soucasti bunéénych membran.
Cholesterol je také prekurzorem zlucovych kyselin, vitaminu D ¢i steroidnich hormont, jako
jsou androgeny, estrogeny, kortikosteroidy a dalsi. Caste¢né je cholesterol pfijiman z potravy,

ale vétSina molekul cholesterolu je syntetizovana v bunkéch jater a stiev.
Biosyntéza cholesterolu je ndro¢ny sled reakci, které mtiiZou byt rozdéleny do 4 fazi:

1. Vznik mevalonatu ze 3 molekul acetylkoenzymu A (acetyl-CoA)

2. Pfeména mevalonatu na isopentenyldifosfat

3. Syntéza skvalenu

4. Cyklizace skvalenu a odstépeni 3 methylovych skupin za vzniku cholesterolu (viz
Obr. 1)
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Obrazek 1: Meziprodukty biosyntézy cholesterolu

Pro regulaci biosyntézy cholesterolu je klicova prvni faze, kdy vznika mevalonat z acetyl-CoA.
Tato faze se sklada ze 3 reakci. Nejprve probiha kondenzace dvou molekul acetyl-CoA
za vzniku acetacetyl-CoA, ktera je katalyzovana thiolazou. Acetacetyl-CoA pak reaguje s dalsi
molekulou acetyl-CoA a vznika 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA)
za katalyzy HMG-CoA syntazy. Posledni reakci prvni faze je redukce HMG-COA na mevalonat
enzymem HMG-CoA reduktézou.

Dulezitym enzymem pro regulaci biosyntézy je HMG-CoA reduktéaza, ktery se ucastni prvni
faze. HMG-CoA reduktaza je soucasti endoplazmatického retikula a mtze byt regulovana
na neékolika trovnich. Nejrychlej$im zplisobem regulace je inhibice nebo aktivace HMG-CoA
reduktazy fosforylaci, ktera je fizena hormonalné. V ptipad¢ zvySené hladiny glukagonu
narasta koncentrace intracelularniho cyklického adenozinmonofosfatu (cAMP), ktera aktivuje
AMP-dependentni proteinkinazu. Jeji aktivace vede k fosforylaci HMG-CoA reduktazy, ktera
je ve fosforylovaném stavu neaktivni a biosyntéza cholesterolu se zastavuje. Hormony inzulin
a noradrenalin pasobi jako antagonisté a udrzuji nizkou hladinu cAMP v intracelularnim
prostoru, ¢imz je zaruceno, ze HMG-CoA reduktaza je v aktivnim, defosforylovaném stavu

(Edwards et al., 1979).

Dal§im ze zpUsobu, jak muze byt regulovana biosyntéza cholesterolu, je zpétnovazebna
inhibice, tzn. Zze rychlost biosyntézy je zavisla na koncentraci sterold v intracelularnim prostoru.
Tato regulace mize byt na urovni transkripce genu pro HMG-CoA reduktazu a dalSich genii
spojenych s biosyntézou cholesterolu, nebo na urovni degradace HMG-CoA reduktazy.
V prvnim piipadé hraji dilezitou roli SREBPs (sterol regulatory element—binding proteins).
SREBPS jsou membranove vazané transkripcni faktory, které ovliviiuji transkripci asi 30 gent,
jejichz produkty se tucCastni biosyntézy cholesterolu. SREBPs se nachazeji v membrané

endoplazmatického retikula (ER) a svou N-koncovou a C-koncovou doménou ¢ni



do cytoplazmy. Spole¢n¢ se SREBPs se v membrané ER nachazi SREBP cleavage activating
protein (SCAP). SCAP funguje jako senzor, ktery reaguje na koncentraci cholesterolu v bufice.
Kdyz dojde ke sniZeni koncentrace steroli Vv intracelularnim prostoru, SCAP vytvoii komplex
spole¢né se SREBP a komplex je transportovan do Golgiho aparatu, kde jsou proteazami site-1
protease (S1P) a site-2 protease (S2P) odstépeny obé koncové domény SREBP. Uvolnéna
N-koncova doména oznaCovana jako bHLH vstupuje do jadra, kde pozitivné
ovlivituje transkripci piislusnych genti a zac¢ne probihat biosyntéza cholesterolu. V piipadé
vysoké koncentrace sterolli v bunice se SCAP vaze na dal§i membranovy protein ER, ktery
se nazyva INSIG. INSIG je trvale umistén v ER membrané, tudiz pokud je k nému vézan
SCAP, neni mozné, aby se komplex SCAP-SREBP mohl transportovat do Golgiho aparatu
atam probéhlo jeho S$tépeni viz Obr. 2 (Goldstein et al., 1990; Brown et Goldstein, 1997;
Radhakrishnan et al., 2010).
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Obrazek 2: Regulace exprese genti pro biosyntézu cholesterolu proteiny SREBP
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Legenda: Vysoka koncentrace sterolll vede k interakci proteini SREBP-SCAP-INSIG a transkripce
genu, Ucastnicich se biosyntézy cholesterolu, neprobiha. Vzhledem k nizké koncentraci sterolti sméfuje
komplex SCAP-SREBP do Golgiho aparatu, odtud je N-koncova doména bHLH transportovana
do jadra, kde pozitivné ovlivituje transkripci t€chto gent (pfevzato a upraveno podle Radhakrishnan
et al., 2010).

Druhym zpiisobem regulace zpétnovazebnou inhibici je degradace HMG-CoA reduktazy
ubikvitin-proteazomovym systémem. Zvysené koncentrace sterolli v buiice zpuisobuji jejich
akumulaci v membranach ER a iniciuji vazbu HMG-CoA reduktazy na jiz zminéné proteiny

INSIG. Tato vazba vede k aktivaci ubikvitin ligazy gp78, ktera ubikvitinuje HMG-CoA
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reduktazu. Ubikvitinem oznacend HMG-CoA reduktdza smétuje do 26S proteazomu,
kde je degradovana (Jo et DeBose-Boyd, 2010).

3.3 Statiny

Statiny jsou kompetitivni inhibitory HMG-CoA reduktazy a pouzivaji se jako zakladni 1éky,
které snizuji hladinu cholesterolu v Krvi a riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. V roce
2017 bylo podle Statniho tGstavu pro kontrolu Ié¢iv vydano téméf 3 miliony baleni atorvastatinu.
Toto mnozstvi odpovida 202,5 mil doporu¢enych dennich davek, ¢imz se atorvastatin fadi
na druhé misto vydanych 1é¢ivych latek a nejéastéji uzivanych 1é¢iv v CR. V Ceské republice
je dostupnych pét statini — atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, rosuvastatin a simvastatin.
Dale existuji cerivastatin, pitavastatin a cerivastatin, ale ty nejsou souc¢asti zadného ptipravku

pouzivaného v CR (http://www.sukl.cz).

Statiny  jsou rozdélovany do  nékolika  skupin  podle  rlznych  kritérii.
Podle fyzikalné-chemickych vlastnosti jsou statiny hydrofilni (fluvastatin a rosuvastatin)
nebo hydrofobni (simvastatin, lovastatin a atorvastatin). Rozdilny je také jejich ptvod.
Lovastatin a simvastatin jsou ptirodniho ptivodu, ziskavaji se z hub. Ostatni statiny se pfipravuji
synteticky. Neékteré statiny existuji v jiz aktivni formé (atorvastatin, fluvastatin), zatimco
lovastatin, rosuvastatin a simvastatin jsou podavany ve formé laktonu, ktery je v téle enzymy

rozstépen na aktivni produkty (Stancu et Sima, 2001).

Utinek statintl je zaloZen na kompetitivni inhibici HMG-CoA reduktizy. Mistem t¢inku viech
statinti jsou hepatocyty, kde je soustfedéna vétsina biosyntézy cholesterolu. Molekuly statini
se Castecné podobaji prirozenému substratu HMG-CoA reduktazy — HMG-CoA. Statiny soutézi
s HMG-CoA o aktivni misto enzymu. Po navazani statinu do aktivniho mista HMG-CoA
reduktazy dochéazi ke zméné jeji konformace a enzym ztraci svou funkci. Statiny se do aktivniho
mista nenavazuji trvale, jejich vazba je reverzibilni. Afinita statin k HMG-CoA reduktaze
je vy$8i nez u ptirozeného substratu. U statind je fadové nanomolarni, zatimco u HMG-CoA
jena urovni mikromold. Inhibice HMG-CoA reduktazy zpusobi snizeni koncentrace
cholesterolu v hepatocytech, které je kompenzovano zvySenou expresi genu pro receptory LDL
(low density lipoprotein). LDL jsou skupinou lipoproteinti o nizké hustoté, které oproti ostatnim
obsahuji vyssi podil vazaného cholesterolu a cholesterolovych esteri. LDL se vaZou na nové
exprimované LDL receptory hepatocytli a endocytézou jsou pohlceny — dochazi ke snizeni

jejich koncentrace v krvi (Corsini et al., 1999).
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Statiny maji i dalsi pleiotropni G¢inky a ovliviuji nejenom aktivitu HMG-CoA reduktazy.
Po podani statinii je pozitivné ovlivnéno celé lipoproteinové spektrum — snizeni koncentrace
VLDL a apolipoproteinu B a naopak zvysena koncentrace HDL (high density lipoprotein)
v krvi, jehoz vysoké koncentrace snizuji rizika vzniku kardiovaskularnich onemocnéni
(Kostner et al., 1989). Statiny také zabranuji LDL v jeho oxidaci a udrzuji tak nizké riziko
vzniku aterosklerdzy; zvysuji koncentraci oxidu dusnatého produkovaného endotelovymi
bunkami, ktery zptisobuje relaxaci cév; obnovuji aktivitu krevnich desti¢ek a maji pozitivni vliv

na koagula¢ni procesy (Bellosta et al., 2009; Stancu et Sima, 2001).

3.3.1 Statinové myopatie

Mezi nejvazngjsi vedlejsi ucinky uzivani statind patfi svalova posSkozeni rizného rozsahu.
Piiznaky se objevuji vétSinou po 1 mésici uzivani statini a vyskyt statinovych myopatii
se pohybuje u observaénich studii v rozmezi od 15-20 % (Cohen et al., 2012), u klinickych
je rabdomyolyza (Thompson et al., 2003). Projevy statinovych myopatii jsou nespecifické
a riiznorodé, fadi se mezi n¢ slabost a ztuhlost svalil, svalové kiece a bolesti, ale také zvySena
hladina CK. CK je enzym, ktery katalyzuje ptenos fosfatu z adenozintrifosfatu (ATP) na kreatin
za vzniku kreatinfosfatu. Hodnota CK v Kkrvi je mimo jiné markerem svalového poskozeni
(Bruckert et al., 2005; Laufs et al., 2015).

Ze vsech svalovych poskozeni se nejéastéji vyskytuje tzv. myalgie (9-25 % ze vSech svalovych
obtizi u pacientii uzivajicich statiny), kterda miize byt doprovazena jak zvysenou, tak normalni
hladinou CK. Bolesti svalli u myalgie lze pfirovnat k bolesti svall u chiipky (Rosenson et al.,
2014). Mén¢ castéji se objevuje myopatie nebo myozitida, jejichz symptomy jsou podobné
jako v ptipadé myalgie a hladina CK je zvySena, ale neptekracuje 10nasobek normy. Myopatie
mohou byt zanétlivé nebo i nekrotizujici. Velmi vzacné se vyskytuje rabdomyolyza, u niz
je hladina CK vyssi nez 10nasobek normy. Rabdomyolyza zptisobuje rozpad myocytii a mize
vést k vaznym svalovym poskozenim a akutnimu renalnimu selhani (Stroes et al., 2015).
Zvyseny vyskyt rabdomyolyzy byl pozorovan v souvislosti s uzivanim cerivastatinu, u kterého

byla z tohoto diivodu v roce 2001 v CR ukonéena distribuce (http://www.sukl.cz).

S uzivanim statinQ jsou také spojeny imunologicky podminéné myopatie, které se objevuji pfi
dlouhodobém uZivani statinl. Jejich pficinou je ptitomnost specifickych protilatek proti
HMG-CoA reduktaze. S vyjimkou imunologicky podminénych myopatii, téméf vSechna

svalova poskozeni zpiisobené statiny po jejich vysazeni odeznivaji (Werner et al., 2012).
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Bunééné a molekularni mechanismy vedouci ke vzniku statinovych myopatii jsou rtizné
a predpoklada se, ze se jedna o souhru nékolika z nich. Statiny inhibuji metabolickou cestu
mevalonatu, ktery je prekurzorem pro fadu dulezitych metabolitl, jejichz nedostatek souvisi
se vznikem statinovych myopatii. Statiny blokuji syntézu farnesylpyrofosfatu, ktery spolecné
s geranylpyrofosfatem zvysuje proliferaci bun¢k, a naopak brani apoptoze. Jeho nedostatek také
zpusobuje snizenou produkci koenzymu Q10 a ma za nasledek mitochondrialni dysfunkce
a oxidacni stres. Dalsi pfi¢inou vzniku myopatii je snizend hladina vitaminu D, ktera vede
k poklesu biosyntézy proteinti ve svalovych vlaknech. Statiny také naruSuji ¢innost iontovych
pump v myocytech, predev§im Na*/K* ATPazy a Na*/Ca®* ATPazy. Porucha hladin téchto
iontll je pro myocyty toxicka. (Chapman et Carrie, 2005; Marcoff et Thomson, 2007,
Gluba-Brzozka et al., 2016).

Ke vzniku statinovych myopatii pfispiva fada faktorti. Patfi mezi né vySe predepsané davky
statinti, které se pohybuji v rozmezi od 5 do 80 mg/den. Zalezi také na piedepsaném typu
statinu, pfi¢emz se predpoklada, ze hydrofobni statiny zvysuji riziko vzniku myopatii vice
nez hydrofilni. DalSimi predispozicemi jsou vysoky vek, zenské pohlavi, nizka hodnota BMI,
nadmérnd fyzicka aktivita, pfitomnost multisystémového onemocnéni (diabetes mellitus),
onemocnéni jater a ledvin, souc¢asné uzivani nékterych 1éka a genetické faktory (Bruckert et al.,

2005; Sewright et al., 2007).

3.3.2 Genetické predispozice vzniku statinovych myopatii

Vznik vedlejsich G¢inkt pii uzivani statind je spojen s n€kolika kandidatnimi geny. Produkty
téchto gent jsou zodpovédné za koncentraci statind Vv Krvi, regulaci koncentrace statinti

v myocytech, vaskularizaci a dalsi.

Nejvyraznéji je se vznikem statinovych myopatii asociovan gen SLCO1B1 (solute carrier
organic anion transporter family member 1B1), ktery koduje organické anionické transportni
polypeptidy OATP1B1 (organic anion transporting polypeptide family member 1B1).
OATPI1BI jsou transportéry exprimované v jatrech a hraji kliCovou roli v rozpoznani a absorpci
1éCiv. Snizend aktivita transportéru vede ke zvySenym hladindm koncentraci statint v plazmé
a vysS§imu riziku vzniku myopatii. Gen SLCO1B1 je lokalizovan na kratkém raménku
chromozomu 12 a jeho soucasti je 14 exond. Podle Niemi et al. (2011) bylo popsano
41 nesynonymnich mutaci genu SLCOI1B1, znichz 14 signifikantné snizuje aktivitu
transportéru OATP1B1. The SEARCH Collaboratory Group (2008) identifikovala casto
se vyskytujici jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) vexonu5 — rs4149056 (T>C).
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V populaci se u rs4149056 majoritné vyskytuje alela T, vyskyt méné frekventované alely C
je15 %. Alela C vede Kk aminokyselinové zaméné valinu na alanin v aktivnim misté
transportéru a snizuje jeho absorpni a transportni aktivitu. U homozygoti CC
je pravdépodobnost vzniku myopatie 17x vyssi ve srovnani s homozygoty TT. V piipadé
heterozygoti CT byla pravdépodobnost vyssi 4,5x nez u homozygotia TT viz Obr. 3.
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Obrazek 3: Porovnani vzniku myopatie u pacientli s rozdilnym genotypem SLCO1B1
(rs4149056) (pievzato a upraveno podle The SEARCH Collaboratory Group, 2008)

Dalsimi genovymi polymorfismy, které maji souvislost se vznikem statinovych myopatii, jSou
SNPs genu LILRB5, ktery se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 19. LILRB5 koduje
receptor leukocyte immunoglobulin-like subfamily B member 5, pattici do skupiny receptort,
exprimovanych v buitkdch myeloidni fady, které jsou progenitory leukocytii a dalSich bun€k
polymorfismus genu LILRB5 se statinovymi myopatiemi je rs12975366. Nesynonymni SNP
rs12975366 (T>C) ovliviiuje hladinu CK a laktatdehydrogenazy (markery svalového
poskozeni) v krvi pacientli. U homozygoti TT byly zaznamenany 2x vy$s§i hladiny CK
a laktatdehydrogenazy nez u heterozygoti CT nebo homozygotid CC (Siddiqui et al., 2017).

Glycin amidinotransferaza (GATM) je enzym klicovy pro biosyntézu kreatinu ve svalech, ktery
je dulezitym zdrojem energie pro myocyty. Mangravite et al. (2013) popsali SNP rs9806699
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(G>A), ktery koreluje s poklesem exprese GATM. Minoritné se vyskytujici alela A
ma protektivni ¢inky pied statinovymi myopatiemi a podle studie je jeji vyskyt v populaci
30 %.

Mezi dalsi kandidatni geny patii ABCB1 kodujici transportér, jehoz funkci je eliminace
xenobiotik z tkani. Pritomnost alely T vede k vétsimu snizeni celkového a LDL cholesterolu
Vv Krvi v porovnani s homozygoty GG u SNP polymorfismu rs11285030. Metabolismus statinQ
také zéavisi na aktivité cytochromi P450. Polymorfismy geni CYP3A4, CYP3A5 a CYP2D6
ovlivituji rychlost metabolismu statinti a tim také jejich koncentraci v krvi (Fiegenbaum et al.,
2005).

3.4 Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP)

Pojmem jednonukleotidovy polymorfismus (SNP, zanglického single-nucleotide
polymorphism) se rozumi pfitomnost vice variant jediného nukleotidu na konkrétnim misté
Vv genomu, pfiemz nejméné Castd varianta se v populaci musi vyskytovat s frekvenci vice

nez 1 %.

SNPs patfi mezi nej€astéjsi polymorfismy v lidském genomu; jeden SNP piipadd zhruba
na 300 nukleotid. Distribuce SNPs v rdmci genomu neni rovnomérnad — mnohem castéji
se SNP nachézeji v nekddujicich a intergenovych oblastech. Pokud se SNPs nachazeji
v kodujici nebo regulacni oblasti, mohou byt nesynonymni nebo synonymni. Prvnim typem
jsou nesynonymni SNP. V tomto piipad¢ je pii genové expresi zafazena jina aminokyselina
nebo je syntéza proteinu predéasné ukoncena a miize vznikat nefunkéni nebo jinak pozménény
produkt daného genu. Synonymni SNP nezpiisobuji zdaménu aminokyseliny v kédované
doméné nebo proteinu. I ptesto, ze je zachovana primarni struktura proteinu, synonymni SNPs
mohou ovlivnit sestfih a strukturu mRNA nebo skladéni proteinti. Tyto zmény mohou vyrazné
ovlivnit funkci proteint, bunécnou odpovéd’ a jsou také diivodem, pro¢ fada pacientli reaguje

rizné na konkrétni 1é¢bu (Ramensky et al., 2002; Kwok et Chen, 2003; Sauna et al., 2007).

Studiem piitomnosti konkrétni varianty nukleotidu (alely) miiZze byt prokazano riziko vzniku
onemocnéni, citlivost k 1é¢iviim nebo patogeniim apod. Spojitosti SNP alely s ur¢itou nemoci
se zabyvaji asociacni studie, které¢ vychazeji ze souboru pacientl, trpicich danym
onemocnénim. U té€chto pacientl se zkouma, jestli se u nich urcita alela vyskytuje Castéji nez
u zdravych jedinci. Na vzniku fady nemoci se podili vice gentl a asocia¢ni studie se zamé&fuji

na kombinaci SNP alel ve vice lokusech, které jsou v té€sné vazb¢ a dédi se spolecné Vv tzv.
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haplotypu. Asociacni mapovani je zatizeno statistickou chybou, zvlast u vzacnych

onemocnéni, kde je pocet pacientd omezen (Bell, 2002; Kwok et Chen, 2003).

3.4.1 Objevovani SNP

Metody objevovani jednonukleotidovych polymorfismti jsou zalozeny na charakteristickych

vlastnostech heteroduplexi, prostorové konformaci DNA nebo sekvenovani DNA.

Heteroduplex je slozen ze dvou vldken DNA, pfi¢emz kazdé z vlaken nese jinou SNP alelu
a pochazi pivodné ze dvou riznych molekul. Prvnim krokem u analyzy heteroduplexti byva
namnozeni konkrétniho tiseku DNA, kde se pfedpoklada vyskyt SNP, pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). Pokud je v populaci pfitomny jednonukleotidovy polymorfismus,
po denaturaci a renaturaci amplifikovanych usekl vznikaji heteroduplexy, které jsou
nekomplementdrni v misté vyskytu SNP. V piipad€, ze misto neni polymorfni, vznikaji
homoduplexy. Homoduplexy a heteroduplexy maji odlisné vlastnosti a na jejich zakladé
je potvrzena nebo vyvracena piitomnost SNP. Piikladem metody zalozené na analyze
heteroduplexti je denaturujici gradientova gelova elektroforéza, kdy je v gelu vytvofen
denaturaéni gradient. Heteroduplexy denaturuji rychleji nez homoduplexy — pohyb vznikajicich
denaturovanych vldken heteroduplexli se zpomali a zastavi se bliZze startu elektroforézy.
Na podobném principu je zaloZena také denaturujici vysokotucinné kapalinova chromatografie.
Heteroduplexy a homoduplexy se pohybuji v kolon¢ rtiznou rychlosti a jejich retencni Cas
je odlisny (Wolford et al., 2000).

Dalsi technikou objevovani SNP je SSCP (single-strand conformation polymorphism) analyza.
Prostorova konformace DNA vldkna v nedenaturujicim prostfedi zavisi na jeho sloZeni.
Nejprve je pomoci PCR amplifikovan studovany usek a poté provedena denaturace.
Jednovlaknova DNA je separovédna gelovou elektroforézou. Pokud jsou separovana vlakna,
ktera nesou rizné SNP, jejich pohyb v elektrickém poli se bude lisit (Orita et al., 1989;
Kwok et Chen, 2003). SSCP analyzu je také mozné provést s pouzitim fluorescenéniho znaceni
a kapilarni elektroforézy. Kazdé vldkno po PCR amplifikaci nese jinou fluorescenéni znacku
aje mozné je analyzovat zaroven. Vyhodou kapilarni elektroforézy je navic velmi rychla
separace, automatické nanaseni vzorku a také vysoka reprodukovatelnost (Inazuka et al., 1997).
S rozvojem technologii sekvenovani nové generace je mozné SNP lokus identifikovat ptimo

na zéklade¢ sekvence porovnanim genomovych sekvenci vice jedinci.
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3.4.2 Genotypizace SNP

Cilem genotypizace SNP je urceni konkrétni alely SNP lokusu. Témeét vS§echny metody SNP
genotypizace jsou zalozeny na téchto zdkladnich molekularnich procesech: polymerace,

hybridizace a ligace (Kwok et Chen, 2003).

Metody zalozené na PCR amplifikaci patfi mezi nejpouzivanéjsi. Zde se fadi naptiklad PCR
spojena s polymorfismem délky restrikénich fragmentti (RFLP). Po namnozeni studovaného
useku jsou produkty Stépeny restrikéni endonukledzou, coz je enzym, ktery Stépi DNA
v specifickych, tzv. restrik¢nich mistech. Pokud ma restrik¢ni misto odliSnou sekvenci, je
V populaci pfitomno vice variant jednonukleotidovych polymorfismt a restrik¢ni endonukleaza
dvouvlaknovou DNA nerozstépi. Produkty Stépeni jsou separovany pomoci gelové
elektroforézy a SNP genotyp je urcen podle délky a poctu produkti (Myakishev, 2001). Dalsi
technikou je PCR amplifikace s alelové specifickymi primery (AS-PCR). Soucasti této metody
je pouziti specifickych primerd navrzenych tak, aby byly stoprocentné komplementarni k dané
SNP alele. V ptipadg, ze je primer komplementarni k templatu, vznika detekovatelné mnozstvi
produktt. Ty jsou separovany opét pomoci gelové elektroforézy a je odecten vysledek (Darawi
et al., 2013). Dalsim zpisobem genotypizace SNPS, zalozené na polymeraci, je metoda SBE
(single base extension, prodlouzeni jedné baze). U SBE se pouzivaji specifické detekcni
primery navrzené k SNP lokusu. Na rozdil od AS-PCR je primer u SBE navrzen tak, Ze se vaze
svym 3" koncem presné jednu pozici pied jednonukleotidovy polymorfismus. Souc¢asti reakce
jsou znacené dideoxyribonukleotidy (ddNTPs) a DNA polymeraza. Podstatou SBE je tedy
prodlouZeni detekéniho primeru o jediny ddNTP, ktery ukonéi reakci a polymerace dal

neprobiha. Poté jsou detekovany SBE produkty a je uréen SNP genotyp (viz Obr. 4).

Existuje nékolik variant provedeni SBE 1 detekce SBE produkti. Reakce mulZe probihat
Vv roztoku nebo na ¢ipu. Na rozdil od reakce v roztoku, jsou na ¢ipu kovalentné imobilizovany
detekéni primery svym 5” koncem a Cip je reagenciemi promyvan. Rizné byva také znaceni
ddNTPs. Diive se ddNTPs znacily radioaktivné, v dneSni dobé pievlada znaceni fluorescencni.
Vyhodou SBE je tzv. multiplexing — genotypizace n¢kolika riznych SNPs najednou (Syvanen,
1999; DiGiusto et King, 2003).
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Obrazek 4: Jednotlivé kroky SBE genotypizace SNP (pfevzato a upraveno podle Syvanen,
1999).

DalS§im typem metody genotypizace SNP je analyza kfivek tani, tzv. HRM analyza
(z anglického high resolution melting). Nejprve je studovany usek namnozen pomoci PCR
Vv pfitomnosti interkala¢niho barviva, kterym je nej€astéji SYBR Green 1. Pokud jsou molekuly
barviva navazany na dvouvlaknovou DNA, fluoreskuji. Po namnoZeni nasleduje postupné
zahfivani az na teplotu 95 °C, béhem kterého PCR produkty denaturuji a dochazi k ibytku
fluorescence. Vysledkem HRM analyzy jsou kiivky teploty tani PCR produktt, jejichZ tvary
jsou podobné, ale lisi se v ptitomnosti SNP teplotou tani (viz Obr. 5). Teplota tani se definuje
jako teplota, pii které se nachazi polovina PCR produktii v denaturovaném stavu, a odviji

se od obsahu a potadi bazi (Wittwer et al., 2003).
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Obrazek 5: HRM analyza — kiivky teplot tani PCR produktd u odlisnych genotypti (pievzato

a upraveno podle Wittwer et al., 2003)

Mezi dalSi metody genotypizace SNP patii napiiklad 5" exonukleazovy test, coz je metoda
vyuZivajici alelové specifické sondy (molecular beacon). Podobné jako u objevovani SNP,
I detekce polymorfismi je provedena pomoci sekvenovani, tzv. genotyping by sequencing
(Kwok et Chen, 2003).

3.4.3 Genotypovaci technologie MassArray

Pro genotypizaci velkého souboru SNPs byly vyvinuty vysokokapacitni genotypovaci metody.
Jednou z nich je technologie MassArray, ktera kombinuje PCR a hmotnostni spektrometrii.
Diky kombinaci téchto dvou metod se jedna o rychlou a pfesnou technologii, jak analyzovat
genotyp. S vyuzitim technologie MassArray je mozné provadet genotypizaci v 96jamkovém
nebo 384jamkovém formatu az u 40 rtiznych SNP najednou, tudiz je mozné za pomé&rné& kratky
Cas ziskat informaci o alelické konstituci u vice nez 10 000 SNP lokusi. Technologie
MassArray se vyuziva hlavné ve farmakogenomice a onkologii, avsak jeji uplatnéni neni pouze
pro genotypizaci, ale také pro objevovani SNPs, studium genové exprese, zachyceni
somatickych mutaci, detekci patogeni nebo analyzu metylace v promotorovych oblastech gent

(Gabriel et al., 2009).

Prvnim krokem genotypizace technologii MassArray je amplifikace studovanych tiseki pomoci
PCR. Na vSechny lokusy jsou navrzeny primery tak, aby vysledné amplikony mély velikost

od 60 do 400 bp, idealné 100 bp. Pro nasledujici kroky je dilezité, aby pii této reakci vznikalo
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co nejméne nespecifickych produkt, které by negativné ovlivnily celkovy vysledek
genotypizace. Nasleduje enzymatické osetfeni amplikonti alkalickou fosfatazou (SAP — shrimp
alcaline phosphatase), kdy SAP defosforyluje neza¢lenéné dNTPS tim, ze odstépuje fosfatovou

skupinu z jejich 5" konce, jelikoZ jsou v nasledujici iPLEX reakci nezadouci.

Dale probiha iPLEX reakce, jejiz vysledkem jsou alelové specifické produkty. OSetfené
amplikony jsou smichany s exten¢nimi primery, které jsou navrzené na studovany lokus a musi
mit jinou molekulovou hmotnost nez primery pouzité v prvni amplifikacni PCR, aby nedoslo
K jejich zaméné v hmotnostnim spektru. Resenim mutiZze byt pouziti primer, které jsou cilend
prodlouzeny na 5" konci 0 10 nukleotidi. Délka extencnich primerd se pohybuje v rozmezi
od 15 do 30 nukleotidu a jejich molekulova hmotnost mezi 4,5 az 9 kDa. Extenéni primery jsou
navrhovany podobné jako u SBE genotypizace, tzn. tak, aby byly svym 3" koncem vazany
jednu bazi pred SNP mistem. Soucasti iIPLEX reakéni smési jsou dale hmotnostné
modifikované ddNTPs. Kazdy ze étyf ddNTPs nese jinou hmotnostni znacku. V prubéhu reakce
jsou extenéni primery prodlouzeny o jeden z ddNTP, ktery je komplementarni k SNP,
a prodlouzeni primert dal neprobiha — vysledné iPLEX produkty jsou zakonceny odlisné
znacenym ddNTP, ktery je mozné rozliSit v hmotnostnim spektru a je mozné provést

genotypizaci.

iPLEX produkty musi byt pfed analyzou hmotnostnim spektrometrem odsoleny. K tomuto
igelu se pouzivé tzv. clean resin, ktery odstrafiuje Na*, K*, Mg?* ionty, pochazejici z pufri,
které jsou soucasti PCR reak¢nich smési. V piipadé, Ze by soli nebyly odstranény,
v hmotnostnim spektru by se vyskytoval vysoky Sum na pozadi — jedna se o vyznamny

stabiliza¢ni krok.

Soucasti genotypizace technologii MassArray je analyza iPLEX produkti pomoci hmotnostni
spektrometrie. Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, jejiz podstatou je prevedeni
molekul na ionty a poté méfeni poméru hmotnosti a naboje téchto iontli v zavislosti na jejich
pohybu v elektrickém nebo magnetickém poli. Vystupem kazdého meéfeni je hmotnostni
spektrum, které je grafem zavislosti relativni intenzity detekovanych iontli na poméru
hmotnosti a naboje iontd (m/z). Existuje nékolik typli hmotnostnich spektrometrd,
kdy se v pripadé technologie MassArray pouziva tzv. MALDI-TOF. Jde o spektrometr, ktery
kombinuje ionizaci vzorku laserem v pfitomnosti matrice MALDI (matrix-assisted laser

desorption/ionization) a analyzu iontt priletovym analyzatorem TOF (time of flight).
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Me¢fteni na hmotnostnim spektrometru zahrnuje n€kolik krokii. Prvnim z nich je pfenos vzorku
a jeho ionizace. U technologie MassArray jsou vzorky, IPLEX produkty, pfeneseny
Z mikrotitratni desticky na SpectroCHIP. Jedna se o silikonovy ¢ip, na jehoz povrchu
se nachazi kyselina 3-hydroxypikolinova, ktera funguje jako matrice pro ionizaci. Matrici byva
obvykle aromaticka karboxylova kyselina, ktera po zasazeni laserem ptedava nebo piijima
proton od vzorku a tim zajiStuje jeho ionizaci a pifechod do plynného stavu. Po ionizaci
a odpareni se molekuly vzorku pomoci elektrostatickych sil dostavaji do TOF analyzatoru.
Na konci analyzatoru se nachazi detektor, ktery zachycuje jednotlivé molekuly v riizném cCase
pravé na zaklad¢é hodnoty m/z. Soucasti technologie MassArray je software, ktery automaticky
zpracovava ziskané hmotnosti iPLEX produktt a vyhodnocuje genotyp (Ding et Cantor, 2003;
Jurinke et al., 2005; Ragoussis et al., 2006; Svidnicki et al., 2015). Jednotlivé kroky

genotypizace technologii MassArray jsou schematicky zobrazeny na Obr. 6.
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Obrazek 6: Jednotlivé kroky genotypizace technologii MassArray (pievzato a upraveno podle

Svidnicki et al., 2015)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

V experimentalni ¢asti byla jako biologicky material pouzita periferni krev 116 pacienti, ktera
byla odebrana do zkumavek s protisrazlivym ¢inidlem EDTA. Charakteristika souboru pacientti
je uvedena v Tabulce 2. U pacientii byla diagnostikovana ischemicka choroba srdecni;
konkrétni diagnozy jsou vypsany v Tabulce 3. Soucasti experimentu byla pozitivni kontrola —
referen¢ni DNA NA17252 Human Variation Panel — Caucasian Panel of 100 (Coriell Institut).

Tabulka 2: Charakteristika souboru pacientd, jejichZ krev byla pouzita v experimentalni ¢asti

Pocet muzi 78
Pocet Zen 38
Prumérny vék 62,2
Primérny vék muzi 60,9
Pramérny vék Zeny 64,8
Vékové rozmezi muzi | 31-85
Vékové rozmezi Zeny | 43-87

Tabulka 3: Stanovené diagndzy souboru pacienti

Diagnodza Pocet pacientii
120.0 | Nestabilni angina pectoris 6
121.0 | Akutni transmuralni infarkt myokardu ptedni stény 1
121.4 | Akutni subendokardialni infarkt myokardu 12
121.9 | Akutni infarkt myokardu 69
125.9 | Chronicka ischemicka choroba srde¢ni 28

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
e 96% etanol (Fagron, 605455)
e Dihydrat chloridu vapenatého (CaCl2.2H20) (Sigma-Aldrich, C3306)
e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, L3771)
e Hexahydrat chloridu hotfe¢natého (MgCl2.6H20) (Sigma-Aldrich, M2670)

e Hydroxid sodny (NaOH) (Sigma-Aldrich, 71687)
e Chlorid sodny (NaCl) (Sigma-Aldrich, S9625)
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e Kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich, 798681)
e Kyselina octova (CH3COOH) (Sigma-Aldrich, T1258)

e Primery (Integrated DNA Technologies)

e Sacharéza (Sigma-Aldrich, 84097)

e TritonX100 (Roth, 3051.2)

e Trizma hydrochloride (Sigma-Aldrich, T5941)

e Trizma base (Sigma-Aldrich, T6066)

Pouzité soupravy

e Blood DNA 500 Extraction Kit (DiaSorin, 121702-180326)
e iPLEX Gold Reagent Kit (Agena Bioscience, Inc.; 0000024303)
o Calibrant
o Clean resin
o dNTP mix
o IPLEX buffer
o IPLEX enzyme
o IPLEX termination mix
o MqgCl
o PCR buffer (10x)
o SAP enzyme
o TS buffer (10x)
o PCR ezyme
e SpectroCHIP kit (Agena Bioscience, Inc.; 0000027136)

Pouzité roztoky a jejich priprava

e 1mol.I"t Tris (pH 7,5)

o 31,75 g Trizma hydrochloride

o 5,9 g Trizma base

o Rozpustit v 250 ml destilované vody.
e 1mol.I* Tris (pH 8)

o 0,444 g Trizma hydrochloride

o 0,265 g Trizma base

o Rozpustit v 5 ml destilované vody.
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0,5mol.I' EDTA (pH 8)

o 18,62 g EDTA rozpustit v 50 ml destilované vody.
o Pomoci NaOH a CH3COOH upravit na pH 8.
o Doplnit destilovanou vodou do 100 ml.
0,5mol.I"t MgCl;

o 20,32 g MgCl.6H20

o Rozpustit v 200 ml destilované vody.
0,1mol.I"* CaCl

o 0,147 g CaCl2.2H,0

o Rozpustit v 10 ml destilované vody.
25% SDS

o 59gSDS

o Rozpustit v 15 ml destilované vody.
50% etanol

o 230 ml destilované vody

o 250 ml 96% etanolu.

70% Etanol

o 135 ml destilované vody

o 365 ml 96% etanolu.

LB pufr:

o 102,7 g 0,3mol.I"! sacharézy

o 10 ml 1mol.I*t Tris (pH 7,5)

o 10ml 0,5mol.I* MgCl;

o 10 ml TritonuX100

o Rozpustit v 500 ml deionizované vody. Po rozpusténi doplnit do 1000 ml.
Roztok R:

o 10 ml 1mol.I*t Tris (pH 7,5)

o Rozpustit v 990 ml deionizované vody.
Roztok P:

o 32,5 ml deionizované vody

o 0,5ml 1mol.I* Tris (pH 7,5)

o 4ml0,5mol.I* EDTA

o 2ml0,1mol.I"* CaCl,
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o 3 ml5mol.I'* NaCl

o 8ml25% SDS

o V tomto poradi smichat tak, aby roztok nepénil.
e Proteinaza K:

o 100 mg proteinazy K

o 5 ml skladovaciho roztoku pro proteinazu K.
e Skladovaci roztok pro proteinazu K:

o 100 ul 1 mol.I* Tris (pH 7,5)

o 50 pl 1 mmol.I* CaCl,

o 2,5ml99% glycerolu

o Doplnit do 5 ml deionizovanou vodou.
e 5mol.I"t NaCl:

o 58,44 g NaCl

o Rozpustit v 200 ml deionizované vody.
e TE pufr:

o 2 ml 1mol.I* Tris (pH 8)

o 0,4ml0,5mol.I" EDTA

o Rozpustit v 200 ml deionizované vody.

4.3 Seznam pouZzitych pristroju a zarizeni

e Arrow (NorDiag)

e Centrifuga Z206A (Hermle)

e Centrifuga Z233 M-2 (Hermle)

e Centrifuga Z300 (Hermle)

e Inkubator IPS (Memmert)

e Laminarni box Herasafe (Thermo Fisher Scientific)
e MALDI-TOF analyzator MassArray Analayzer (Agena Bioscience, Inc.)
e MassArray Nanodispenser (Agena Bioscience, Inc.)
e Nanodrop 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific)

e Rotator Labroller (Labnet)

e Termocyklér Mastercycler pro (Eppendorf)

e Vortex mixer (Labnet)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 lzolace DNA

DNA z periferni krve byla izolovana dvéma metodami. Prvni z nich vyuziva k izolaci DNA

piistroj NorDiag Arrow a béhem druhé je DNA ziskéna vysolovaci metodou.

Izolace DNA s vyuzitim prFistroje NorDiag Arrow
Izolace DNA z periferni krve byla provedena pomoci piistroje NorDiag Arrow s vyuZzitim
Blood DNA 500 Extraction Kit.

Periferni krev ve zkumavce byla pievracenim dukladné promichéna. Poté bylo pipetou
odebrano 500 ul krve do 1,5ml mikrozkumavky bez vicka. Do pfistroje byly umistény $picky
S pumpickou, patrony s reagenciemi a prazdnd 1,5ml mikrozkumavka bez vicka, urcena

pro eluci. Ziskand DNA byla rozpusténa ve 400 pl eluéniho pufru.
Izolace DNA vysolovaci metodou

Po diikladném promichani periferni krve ptevracenim byly napipetovany 3 ml krve do 50ml
zkumavky a doplnény do 45 ml vychlazenym LB pufrem. Poté byla zkumavka protfepana
a centrifugovana 5 min pii 4 000 rpm (1 700 g). Supernatant byl odstranén a k sedimentu bylo
pfidano 5 ml roztoku R. Nasledovalo naruSeni sedimentu tfepanim a centrifugace 5 min
pti4 000 rpm (1700 g). Supernatant byl odstranén a k sedimentu bylo ptidano 950 pl
roztoku R. Sediment byl naruSen tiepanim a dale bylo pfidano 350 pul roztoku P a 40 pul roztoku

proteinazy K. Roztok byl promichéan a inkubovan ptes noc pii 37 °C.

Dalsi den bylo k vychladlym vzorkiim pfiddano 400 pl roztoku 5mol.I" NaCl. Roztok byl
15 s dukladné protfepan a centrifugovan 15 min pii 4 000 rpm (1 700 g). Supernatant byl pielit
do 2ml zkumavky a centrifugovan pti 14 000 rpm (18 220 g). Supernatant byl pielit do 15ml
zkumavky s 3,5 ml 96% etanolu. Pievracenim zkumavky byla vysrazena DNA. Vysrazena
DNA byla ptesunuta do 1,5ml zkumavky s 300 ul 70% etanolu a promyta. Promyti bylo
provedeno jesté jednou v nové 1,5ml zkumavce s 300 pl 70% etanolu a vysrazena DNA byla
nakonec prenesena kultivaéni kli¢kou do Sroubovaci zkumavky s 350 pl TE pufru. Rozpousténi

DNA probihalo 14 dni v lednici.

4.4.2 Meéreni koncentrace a Cistoty DNA

V obou pfipadech izolace byla spektrofotometricky zméfena koncentrace a Cistota DNA

pomoci pristroje Nanodrop. Na méteni byly pouzity 3 pl roztoku DNA. Jako reference slouzil
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eluéni pufr, ve kterém byla DNA rozpusténa. Cistota DNA byla uréena na zakladé poméru
hodnot absorbanci pfi vinovych délkdch 260 nm a 280 nm, ktery by mél byt idedIné v rozmezi
1,7-1,9.

4.4.3 PCR amplifikace

Pted PCR amplifikaci bylo nutné natfedit vzorky DNA PCR vodou na findlni koncentraci
10 ng.ult. Pro PCR amplifikaci byly pouzity specifické primery pro konkrétni SNPs
(rs4149056, rs9806699 a rs12975366). Nafedénim lyofilizovanych primeri PCR vodou byly
vytvofeny zasobni roztoky o koncentraci 100 pmol.ul?. Ze zasobnich roztoki byl smichanim
pfipraven primer mix, ktery mél pracovni koncentraci 1 pmol.It. Dale byla podle po&tu vzorku
piipravena PCR reak¢ni smés podle Tabulky 4. Do 96jamkové desticky byl napipetovan 1 pl
nafedéné DNA a poté 4 pul PCR reakéni smési. V rdmci experimentu byla vzdy pouzita
negativni kontrola — PCR voda a pozitivni kontrola — referenéni DNA NA17252 Human
Variation Panel. Ptriprava PCR reak¢ni smési a pipetovani probihalo v laminarnim boxu.
Po napipetovani byla 96jamkova desticka zalepena prihlednou PCR f6lii a centrifugovana
1min pii 2750 rpm (1033 g). Poté byla 96jamkova desticka vlozena do termocykléru,
kde probihala PCR amplifikace za podminek uvedenych v Tabulce 5. Po PCR amplifikaci byla
96jamkova desticka centrifugovana 1 min pii 2 750 rpm (1 033 g)

Tabulka 4: Slozeni PCR reakéni smési pro 1 vzorek

Polozka Koncentrace | Objem [ul]
PCR voda 2,4
PCR buffer 10x 0,5
MgCl> 25 mmol.I* 0,4
dNTP mix 25 mmol.I*t 0,1
Primer mix 1 umol I 0,5
PCR enzym 5U.plt 0,1
DNA 10 ng.ul? 1,0
Celkovy objem 5,0
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Tabulka 5: Podminky PCR amplifikace

Teplota [°C] | Cas | Poéet cykli
95 2 min 1
95 30s
56 30s 45
72 1 min
72 5 min 1
4 0

444 SAP reakce

Podle Tabulky 6 byla pfipravena SAP reakéni smés. Do kazdé jamky byly k PCR produktim
pridany 2 ul SAP reakéni smési. Poté byla 96jamkova desticka zalepena prihlednou PCR f6lii
a centrifugovana 1 min pi#i 2750 rpm (1033 g). 96jamkova desticka byla vlozena
do termocykléru a SAP reakce probihala za podminek uvedenych v Tabulce 7. Po SAP reakci
byla 96jamkova desticka centrifugovana 1 min pii 2 750 rpm (1 033 g).

Tabulka 6: Slozeni SAP reakéni smési pro 1 vzorek

Polozka Koncentrace | Objem [ul]
PCR voda 1,53
TS buffer 10x 0,17
SAP enzyme 0,30
Celkovy objem 2,00

Tabulka 7: Podminky SAP reakce

Teplota [°C] | Cas
37 40 min
85 5 min
4 o0

445 iPLEX reakce

Lyofilizované primery pro iPLEX reakci byly natedény PCR vodou na zasobni koncentraci
400 pmol.ul™t. Ze zasobnich roztokli byl smichanim pfipraven primer mix. Podle Tabulky 8
byla pfipravena iPLEX reakéni smés pro dany pocet vzorkt. Do kazdé jamky byly ptidany 2 pl
iIPLEX reakéni smési. 96jamkova desticka byla zalepena prithlednou f6lii a centrifugovana

1 min pii 2 750 rpm (1 033 g). Potom byla 96jamkova desticka vlozena do termocykléru
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aiPLEX reakce probihala za podminek uvedenych v Tabulce 9. Po iPLEX reakci byla
96jamkova desticka centrifugovana 1 min pii 2 750 rpm (1 033 g).

Tabulka 8: Slozeni iPLEX reak¢ni smési pro 1 vzorek

Polozka Koncentrace | Objem [ul]
PCR voda 0,739
iPLEX buffer 10x 0,200
IPLEX termination mix 0,100
Primer mix 0,940
iPLEX enzyme 0,021
Celkovy objem 2,000

Tabulka 9: Podminky iPLEX reakce

Teplota [°C] | Cas | Poéet cykli
94 30s | 1
94 5s
52 5s 40
80 5s °
72 3min| 1
4 0

4.4.6 Odsoleni iPLEX produktii pomoci clean resin

Do 96jamkové desticky uréené pro clean resin byl podle pozice vzorkti nanesen clean resin.
Po dobu 20 minut clean resin schnul pii pokojové teploté. Ke vSem iPLEX produktim byl
ptidan clean resin a 41 pl PCR vody. 96jamkova desticka byla zalepena prithlednou PCR folii
a umisténa na dobu 30 minut do rotatoru. Po uplynuti této doby byla 96jamkova desticka

centrifugovana 5 min pii 2 750 rpm (1 033 g).

4.4.7 Prenos iPLEX produkti na SpectroCHIP

iPLEX produkty byly naneseny na SpectroCHIP pomoci pfistroje MassArray Nanodispenser.
Nejprve bylo vzdy provedeno denni ¢isténi v 96% etanolu a 25 cyklu celkového c¢isténi v 50%
etanolu. Poté byla do MassArray Nanodispenseru umisténa 96jamkova desticka s IPLEX
produkty, SpektroCHIP a 70 pl calibrantu. V nastaveni byly vybrany pozice na 96jamkové
desti¢ce, kde se nachazeji iPLEX produkty, které maji byt pfeneseny, a byl proveden samotny
pfesun na SpectroCHIP. Po pienosu iPLEX produkta probehlo 15 cyklt denniho ¢isténi.
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4.4.8 Analyza iPLEX produkti pomoci MALDI-TOF analyzatoru

Pro analyzu iPLEX produkti pomoci MALDI-TOF analyzétoru byl vytvofen v programu Typer
4.0 novy experiment. V zalozce Plate editor byly nadefinovany podminky analyzy — umisténi
1IPLEX produktti v 96jamkové desti¢ce a analyzované SNPs. V dal§im programu Typer Chip
linker bylo zaddno identifikacni Ccislo SpectroCHIPu pro sparovani s vytvofenym
experimentem. Pfed genotypizaci bylo v MALDI-TOF analyzatoru vypusténo vakuum, dovnitt
ptistroje byl vlozen SpectroCHIP a pak byla provedena analyza. V programu Typer 4.0
v zalozce Typer analyzer byly odecteny vysledky genotypizace.

4.5 Statistické metody
Hardy-Weinbergiiv zakon — vyjadiuje teoretické Cetnosti genotypi a alel v populaci
pt+tq=1
p’+ 2pq+q° =1

p...frekvence dominantni alely

q...frekvence recesivni alely

p2...frekvence jedincti dominantniho genotypu
0?...frekvence jedincli recesivniho genotypu

2pq...frekvence heterozygota

Genotypova frekvence — vyjadiuje relativni ¢etnost daného genotypu v populaci

IIIX
f,= —
nC

fg...genotypova frekvence
Nx...pocet jedinct daného genotypu

Nc...celkovy pocet genotypizovanych jedincii
Alelicka frekvence — vyjadfuje zastoupeni dané alely vzhledem k celkovému poctu alel
v populaci

2ny +ny

a
2n,

fa...alelicka frekvence
Nx...pocet homozygotnich jedinch pro danou alelu

Ny...pocet heterozygotnich jedinct

30



Nc...celkovy pocet genotypizovanych jedinct

Fenotypova frekvence (nosi¢stvi alely) — vyjadiuje zastoupeni poctu nositeltt dané alely
vzhledem Kk celkovému poctu

ny + ny

fr =
f n,

fr...fenotypova frekvence (nosiéstvi alely)
Nx...pocet homozygotnich jedinci pro danou alelu
Ny...pocet heterozygotnich jedinct

Nc...celkovy pocet genotypizovanych jedincii

v (chi-kvadrat) test — statistickd metoda, kterd hodnoti, zda se pozorovany genotypovy pomér
shoduje s o¢ekavanym. Chi-kvadrat testem vypoctena hodnota se porovna s Kritickou hodnotu
odpovidajici zvolené hladin€ vyznamnosti pfi daném poctu stupiii volnosti. Chi-kvadrat test
slouzi k ovéfeni, zda jsou genotypové a alelické frekvence v Hardy-Weinbergové rovnovaze

(p > 0,05).

2 _ (Xi - ei)z
Xn-1) = e—l

Xi...nam¢efené hodnoty
€i...ocekavané hodnoty
N...pocet stupnil volnosti, N=n -1

n...pocet genotypovych tiid
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5 VYSLEDKY

Cilem experimentalni ¢asti byla genotypizace 3 vybranych jednonukleotidovych polymorfismi
kandidatnich genii asociovanych se statinovymi myopatiemi u 116 pacientii s diagndézou
ischemické choroby srdecni.

Z krve pacientd byla izolovana DNA a byla zméfena jeji koncentrace a ¢istota. U vSech vzorka
byly naméteny hodnoty koncentrace i ¢istoty DNA v rozmezi, které je vhodné pro genotypizaci
technologii MassArray. Genotypizovany byly nasledujici SNPs: rs4149056, rs9806699

ars12975366, jejichz souvislost se statinovymi myopatiemi je shrnuta v Tabulce 10.

Tabulka 10: Asociace genotypizovanych SNPs se statinovymi myopatiemi

SNP Gen Major.i t n,é > Minor.i t n,é > Literatura
vyskytujici alela | vyskytujici alela
The Search
rs4149056 | SLCO1B1 T C Collaboratory Group,
2008
Mangravite et al.,
rs9806699 | GATM G A 2013
rs12975366 | LILRB5 T C Siddiqui et al., 2017

Legenda: Tu¢né vyznacené alely jsou asociovany se zvySenym rizikem vzniku myopatii u uzivatell
statind

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena. Pro kazdy SNP byly vypocteny genotypoveé,
alelické a fenotypové frekvence. Také bylo posouzeno, zda jsou tyto frekvence

v Hardy-Weinbergové rovnovaze (p > 0,05).
Polymorfismus rs4149056 genu SLCO1B1

Procentualni genotypové zastoupeni polymorfismu rs4149056 genu SLCO1B1 u testovaného
souboru pacientd bylo TT = 69 %, TC =25 % a CC = 6 %. Alelicka frekvence u majoritné
se vyskytujici alely T byla 81 %. Méné¢ Casta alela C souvisejici se statinovymi myopatiemi
se vyskytovala v 19 % ptipadt u 36 pacientd, pficemz 7 z nich bylo homozygotnich pro tuto
alelu. Genotypové, alelické i fenotypové frekvence jsou v souladu s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou (p = 0,06) (viz Tab. 11).
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Tabulka 11: Genotypové, alelické a fenotypové frekvence polymorfismu rs4149056 genu
SLCO1B1 u testovaného souboru pacient

Genotypova frekvence Alelicka frekvence | Fenotypova frekvence
TT TC CcC T C T C
0,69 (80) | 0,25 (29) | 0,06 (7) | 0,81 (189) | 0,19 (43) | 0,94 (109) | 0,31 (36)

P 0,06

Polymorfismus rs9806699 genu GATM

Procentudlni genotypové zastoupeni polymorfismu rs9806699 genu GATM u testovaného
souboru pacienti bylo GG =51 %, GA =39 % a AA =10 %. U 70 % pacientii byla pfitomna
majoritni alela G. Vyskyt minoritni protektivni alely A byl 30 % u 57 pacientt, z nichz 12 bylo
homozygotnich pro tuto alelu. Genotypové, alelické i fenotypové frekvence byly v souladu

s Hardy-Weinbergovou rovnovahou (p = 0,44) (viz Tab. 12).

Tabulka 12: Genotypové, alelické a fenotypové frekvence polymorfismu rs9806699 genu

GATM u testovaného souboru pacienta

Genotypova frekvence Alelicka frekvence | Fenotypova frekvence
GG GA AA G A G A
0,51 (59) | 0,39 (45) | 0,10 (12) | 0,70 (163) | 0,30 (69) | 0,90 (104) | 0,49 (57)
p 0,44

Polymorfismus rs12975366 genu LILRB5

Procentualni genotypové zastoupeni polymorfismu rs12975366 genu LILRBS u testovaného
souboru pacientii bylo TT = 24 %, TC = 50 % a CC =26 %. Alela T se v populaci vyskytuje
Castéji nez alela C. Nositel vzacngjsi alely C Iépe toleruje podavani statinli a predpoklada
se u n¢j mensi riziko vzniku statinovych myopatii. U testovaného souboru pacientti tomu bylo
naopak, kdy frekvence rizikové alely T byla 49 %, tzn. nizsi nez predpokladana a frekvence
alely C byla 51 %. Genotypové, alelické i fenotypové frekvence byly v souladu
s Hardy-Weinbergovou rovnovahou (p = 0,99) (viz Tab. 13).
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Tabulka 13: Genotypové, alelické a fenotypové frekvence polymorfismu rs12975366 genu

LILRBS5 u testovaného souboru pacientti

Genotypova frekvence Alelicka frekvence | Fenotypova frekvence
TT TC CcC T C T C
0,24 (28) | 0,50 (58) | 0,26 (30) | 0,49 (114) | 0,51 (118) | 0,74 (86) | 0,76 (88)
P 0,99

Hmotnostni spektra jako vystup z hmotnostni analyzy u rs12975366 pro genotypy TT, TCa CC
jsou zobrazena na Obr. 7, 8 a 9. Na Obr. 10 je pak znazornéna ukazka genotypového rozlozeni

u Casti testovaného souboru pro rs12975366 genu LILRBS.

1s12975366

-] 9gesiaTiad™

80+

0+

50+

Intenzita
e
=
|
I

5]
=
]

1

| l I |
5300 5350 5400 5450

miz
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Obrazek 8: Hmotnostni spektrum pro genotyp TC u rs12975366 genu LILRB5
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Obrazek 9: Hmotnostni spektrum pro genotyp CC u rs12975366 genu LILRBS
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Obrazek 10: Genotypové rozloZeni u rs12975366 genu LILRB5 (nazorny ptiklad)
Legenda: oranzova znacka — genotyp CC, zelena znacka — genotyp TC, modra znacka — genotyp TT,

cervena znacka — negativni kontrola
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6 DISKUZE

V této diplomové praci byla provedena genotypizace 3 SNPs asociovanych se statinovymi
myopatiemi technologii MassArray. Statiny jsou 1éky prvni volby pii 1é¢beé
hypercholesterolémie a jsou dulezité pro prevenci kardiovaskularnich onemocnéni. Myopatie

a ruzna svalova poskozeni jsou nejcastéjsim vedlejsim ucinkem terapie statiny.

Prvnim studovanym SNP byl rs4149056 genu SLCO1B1 a minoritné se vyskytujici alela C.
Nositelé¢ alely C maji signifikantné vyssi riziko vzniku statinovych myopatii, u homozygoti CC
je az 17x vyssi nez u homozygoti TT. Podle The Search Collaboratory Group (2008) je vyskyt
alely C v populaci pfiblizné 15 %. V testovaném souboru pacientli V této diplomové praci
se alelicka frekvence pifili§ neligila (19 %). Analyza polymorfismu rs4149056 byla v CR
provedena jiz v roce 2012. Hubacek et al. (2012) studovali variantu rs4149056 u 253 pacient
s dyslipidémii, kteti byli 1é€eni simvastatinem nebo atorvastatinem. Vysledky byly srovnany
s kontrolni skupinou 470 pacientil, ktefi statiny neuzivali. Pro genotypizaci pouzili metodu
PCR-RFLP. Genotypové zastoupeni rs4149056 u pacientd s dyslipidémii bylo TT = 61,7 %,
CT =31,6 % a CC = 6,7 % a priblizn¢ odpovidalo zastoupeni genotypt u kontrolni skupiny
(TT =64,4 %, CT = 31,3 % a CC = 4,3 %). Podobné genotypové zastoupeni u obou skupin
si vysvétluji nereprezentativnim vzorkem testovanych pacientd. Autofi se také zaméfili
na genderové rozdily pii snizeni celkové hladiny cholesterolu v Krvi u pacientii uzivajicich
statiny. U muz homozygoti CC doslo k mén¢ vyraznému poklesu hladiny cholesterolu v Krvi
neZ u zen genotypu CC pfi uzivani statinii. Podle dostupné literatury jsou pomérné velké rozdily
v alelickych frekvencich popisovany také mezi riznymi etnickymi skupinami. U evropské
a americké populace byla alela C pfitomna 3x Castéji nez u testovanych pacientil z Oceanie
a subsaharské Afriky (Pasanen et al., 2008; Santos et al., 2011). Silna asociace se statinovymi
myopatiemi je také v ptipad¢ polymorfismu rs4363657, ktery se nachazi v nekodujici oblasti
SLCO1B1. Piedpokladé se silnd vazebnd nerovnovédha tzn., Ze tyto dva SNPs jsou ziejmée

ve vazbé a tvoii haplotypovy blok.

V roce 2013 byl predstaven dalsi potenciondlni SNP marker pro stanoveni predispozice
ke vzniku statinové myopatie, a to polymorfismus genu GATM, ktery koduje enzym kli¢ovy
pro syntézu kreatinu ve svalech. Pfitomnost alely A (rs9806699) je pro pacienty dobrou
prognézou a jsou tak vystaveni niz§imu riziku vzniku téchto vedlejSich ucinkd statind.
Frekvence minoritni alely A byla u testovaného souboru pacientl 32 %; vysledky této

diplomové prace se prilis nelisi a alelicka frekvence byla 30 % (Mangravite et al., 2013). Luzum
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et al. (2015) provedli genotypizaci 715 jedinca a analyzovali stejny SNP. Testovana skupina
obsahovala pacienty s mirnymi pfiznaky statinovych myopatii, zavaznymi ptiznaky a kontrolni
skupinu bez pfiznakd. Pti porovnani alelickych Cetnosti u téchto tii skupin nebyla potvrzena
asociace alely A se sniZzenym rizikem myopatii. Ke stejnému zavéru dosla i skupina Carr et al.
(2014). Nezaznamenali signifikantni rozdil mezi frekvenci alely A u pacientd
s diagnostikovanou statinovou myopatii (28 %) a u kontrolni skupiny (30 %). Asociace této

varianty GATM se statinovymi myopatiemi naznaci az dalsi rozsahlejsi populacni studie.

SNPs genu LILRB5 maji také spojitost se statinovymi myopatiemi. V experimentalni casti byla
provedena genotypizace polymorfismu rs12975366 a byla sledovana ptitomnost rizikové
alely T. Vysledky ukazaly, Zze ve studovaném souboru pacientli se nejcastéji vyskytovali
heterozygoti (50 % pacientl) a frekvence homozygoti TT a CC byla 24 %, respektive 26 %.
Podle dostupnych zdroji se v populaci ¢astéji vyskytuje alela T. Tento poznatek se neshoduje
s vysledky této prace, kdy se frekvence alely T rovnala 49 %. Divodem bude ziejmé nizky
pocet nebo nereprezentativni vzorek testovanych pacienti. Dubé et al. (2014) uvadéji dalsi
polymorfismus asociovany se statinovymi myopatiemi, ktery je lokalizovan pted LILRB5
anebyl testovan v této diplomové praci. Jedna se 0 rs2361797 (C > T). U homozygott TT,
podstupujicich terapii statiny, byla pozorovana zvySena hodnota CK v krvi narozdil

od heterozygott TC nebo CC.

Pro genotypizaci byla pouzita technologie MassArray, ktera je rychlou a spolehlivou metodou
genotypizace nékolika SNPs u velkého souboru pacientll. Mezi jeji dalsi vyhody patii vysoka
kapacita, flexibilita, multiplexing a také ptesnost (McBean et al., 2015). Meyer et al. (2014)
srovnavali vysledky genotypizace 760 vzorkii u 11400 SNPs mezi dvéma nezavislymi
laboratofemi, které pouzivaly technologii MassArray. Hodnota call rate, vyjadfujici miru
presnosti a reprodukovatelnosti, dosahla 99 %, respektive 98,5 % a shodnost genotypt byla
100%. I ptes tyto vyhody ma tato metoda sva omezeni. V prvni fad€ je to manualni zru¢nost
a schopnost pfesné pipetovat v prvnich krocich genotypizace. Pfi pfipravé reakénich smési
pro PCR, SAP i IPLEX reakci muze dojit jak k pipetovani nepfesného objemu reagencii,
tak i ke kontaminaci vzorku. To bylo také potvrzeno béhem vypracovani experimentalni ¢asti,
kdy byla genotypizace 116 pacienti rozvrzena do nékolika skupin a vétSinou zahrnovala
24 pacientd. V kazdém ptipad¢é alesponn u jednoho SNP jednoho pacienta software nebyl
schopen vyhodnotit genotyp. Pfi¢inou byla ziejmé& chyba pfii pipetovani reakénich smési,

protoze pii zopakovani experimentu u konkrétnich ptipadi pak byl genotyp vyhodnocen.
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Genotypizace asociovanych SNPs se statinovymi myopatiemi umoznuje individudlni pfistup
pro terapii statiny. Po ur¢eni genotypu pacienta a zvazeni vSech dalSich rizikovych faktort
by bylo mozné upravit vysi davky statinu, pfedepsat jiny typ statinu, piipadné statiny vysadit
tak, aby se ptedchazelo vedlejsim ucinktim. Na zakladé poznatkt o genetickych predispozicich
vzniku téchto komplikaci se nabizi otdzka o zafazeni genotypizace Konkrétnich SNPs
do klinické praxe. Wilke et al. (2012) uvadéji, jak postupovat u nositeld rizikové alely C
polymorfismu rs4149056 SLCO1B1. Doporucuji u heterozygoti TC a homozygotu CC snizit
davku simvastatinu na 20 mg za soucasného sledovani hladiny CK v krvi, nebo indikaci
alternativniho statinu. SNP rs4149056 by mohl byt analyzovan samostatné pomoci néjaké
z genotypizacnich metod zalozenych na PCR nebo soucasn¢ s dalSimi, kdy se jako vhodna
metoda jevi pravé technologie MassArray, ktera multiplexing umoziuje (Ramsey et al., 2014).
Rutinni farmakogenomika ma také své nevyhody a rizika. Potencionalnim rizikem je nespravné
vyhodnoceni genotypu. V ptipad¢ falesné negativniho vysledku by terapie pokracovala
a pacient by byl vystaven riziku vzniku svalovych obtizi, ke kterym by mél genetické
predispozice. V opacné situaci falesn¢ pozitivniho vysledku by snizeni davek statinti nebylo
na misté a 1écba by byla nedostacujici. V uvahu také ptipadd moznost vysazeni nebo sniZeni
davky statini piimo pacientem po objasnéni genetické predispozice spojené s myopatiemi.
Mitchell et al. (2017) upozoriuji, ze nespecifické svalové obtize mohou nabadat pacienta
Kk vlastni ipravé medikace, ktera je nezadouci, vedla by k narustu hladin cholesterolu v Krvi

a zvySovala by riziko vzniku aterosklerozy atd.
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7 ZAVER

Teoreticka cast diplomové prace se vénuje predevsim ischemické chorobé srdecni, dale
statinim a genam, které jsou asociovany se statinovymi myopatiemi a moznostmi genotypizace
jednonukleotidovych polymorfisml se zamétenim na technologii MassArray.

Cilem experimentalni c¢asti byla genotypizace jednonukleotidovych polymorfismi gent
SLCO1B1 (rs4149056), GATM (rs9806699) a LILRB5 (rs12975366), asociovanych
se statinovymi myopatiemi, u 116 pacientt s ischemickou chorobou srde¢ni. Genotypizace byla
provedena presnou a rychlou metodou MassArray. Pokud je znam genotyp u téchto pacienti,
je mozné odhadnout riziko vzniku statinovych myopatii a ptizpasobit jejich 1é¢bu tak, aby byla
efektivni a bez vedlejsich pfiznakd.

U prvniho studovaného polymorfismu rs4149056 byla alelicka frekvence rizikové alely C 19 %
a odpovidala popsanému vyskytu této alely. Frekvence alely A polymorfismu rs9806699,
u které se predpoklada, ze jeji nositel bude mit nizsi riziko vzniku statinové myopatie, byla
30 % a opét se shodovala s vysledky z dostupnych zdroji. V ptipad€ polymorfismu rs12975366
je Castéji v populaci pfitomna rizikova alela T. Frekvence alely T byla 49 %, tudiz nizsi

nez piedpokladand, a divodem muze byt mala velikost testovaného souboru pacienttl.
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