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Abstrakt

Pfes zésadni posuny jak ve znalostech, tak v technologickych mozZnostech v oblasti molekulérni genetiky jsou stéle znacné
rezervy v jejich aplikaci v klinické praxi. Celogenomové asociaéni studie detekovaly nékolik set do té doby neznamych vari-
ant spojenych s kardiovaskularnim onemocnénim (KVO) a jeho rizikovymi faktory. Nékteré z nich ukézaly na nové ddlezité
body v metabolickych cestach. Nejsilngjsi rizikové varianty zvySuji vyskyt kardiovaskuldrnich onemocnéni pfiblizné o 40 %
(vétSina ale ,pouze” o 5-25 %) a podobny efekt je pozorovatelny v pfipadé genetickych variant spjatych s rizikovymi fak-
tory KVO. Maximaini zvyseni hladin cholesterolu je asi 0 0,3 mmol/I, u triglycerid( asi o 0,25 mmol/I, u obezity obvykle
300-500 gram{ télesné hmotnosti na jednu rizikovou alelu a v pfipadé kouteni se riziko, Ze se dotyény stane kufakem,
zvySuje priblizné o 30 %. V posledni dobé se smér vyvoje ubira k analyzdm fady genetickych variant sou€asné a k vytva-
feni polygennich genetickych rizikovych skére, kterd by méla byt pfesnéjsi pro ¢asnou (ve v&ku idedlné 18-25 let) predikci
onemocnéni. Tato skére vyuZivaji bud prosty soucet pritomnych rizikovych alel (nevazené skére), nebo berou v potaz i silu
vlivu (véZené skére), vyjadfovanou obvykle pomoci OR (Odds Ratio - pomér Sanci), HR (Hazard Ratio - pomér rizik) nebo
beta-koeficientu.

Klicova slova: celogenomovy screening - genetika - kardiovaskuldrni onemocnéni - predikce

Abstract

Despite the important shifts in both knowledge and technological possibilities in the field of molecular genetics, there are
still considerable reserves in their use in clinical practice. Whole-genome association studies detected a high number of
previously unknown variants associated with cardiovascular disease and its risk factors. Some of them pointed to new im-
portant points in the metabolic pathways. The strongest risk variants increase CVD by approximately 40% (most by 5-25%
“only”) and a similar effect is observed for genetic variants associated with CVD risk factors. The maximum individual SNP
effect on cholesterol levels is about 0.3 mmol/I and for triglycerides about 0.25 mmol/I, for obesity usually 300-500 grams
of body weight per risk allele, and in the case of smoking the risk for becoming a smoker increases by about 40%. Recently,
the research is focused on simultaneous analysis of number of genetic variants to subsequently produce polygenic ge-
netic risk scores that should be more precise in early (at 18-25 years of age?) disease prediction. These scores either use
a simple sum of the risk alleles present (unweighted score) or take into account the relative risks (weighted gene score),
usually based on OR, HR or B coefficients.
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Uvod

Aterosklerézou podminéné kardiovaskuldrni onemocnéni (KVO)
patfi mezi multifaktoriélni civilizani onemocnéni s riziko-
vymi faktory jak environmentalnimi, tak genetickymi [1,2].
Environmentalni faktory (jako napt. nevhodna dieta a nedo-
statecny pohyb ¢i koureni) vedou k rizikovym faktorim KVO
(obezita, diabetes), ale jsou obecné ovlivnitelné, korigova-
telné a potencialné eliminovatelné zménou Zivotniho stylu
¢i farmakologickou Ié¢bou.

Genetické faktory (podobné jako je tomu s vékem a pohla-
vim) oproti tomu korigovat ¢i eliminovat nelze (tedy, teore-
ticky Ize provést genovou terapii, nicméné tento zpUsob lécby
ma v oblasti KVO k praktickému vyuZiti prozatim daleko). Na
druhou stranu, tento fakt ndm dévé (bohuzel do znaéné
miry nevyuzivané) moznosti k opravdu véasné detekei rizi-
kovych jedincli ohroZzenych KVO. P¥itomnost rizikovych alel
predikujicich KVO (a idedIné i dalsi civilizaéni onemocnéni)
Ize detekovat v raném véku a cilenou intervenci Zivotniho stylu
by se dalo onemocnéni u ¢asti jedincl zcela eliminovat a u ¢asti
by se dala manifestace posunout do vy3siho véku. Jist& by se
tak daly uSetfit nemalé prostfedky vyuzivané na zdravotni péci.

V soucasné dobé znédme jiz asi 15 let kompletni sekvenci
lidského genomu [3] (projekty HUGO a Cellera) a teoreticky
nam nic nebrani analyzovat veSkeré zasadnéjsi genetické
varianty a odhadnout individudlni rozdily v genetickych pre-
dispozicich k onemocnénim ¢i k UspéSnosti IéCby nebo od-
halovat zvySend rizika nezddoucich vedlejsich G¢inkd 1ékda.

Celogenomové screeningy

Celogenomové screenovani, a tedy celogenomové asociani
studie (GWAs - Genome Wide Association study) s vyuzitim ¢i-
povych technologii umoZiujicich sou¢asnou analyzu aZ stovek
tisic jednonukleotidovych polymorfizmd (SNPs - Single Nuc-
leotide Polymorphisms) [4-6] zdsadnim zpGsobem ovlivnilo
nase poznani variant spojenych s KVO.

gen funkce /kédovany produkt genu

FTO ovliviiuje epigenetické zmény nukleovych kyselin
(metylaci, délku telomer atp)

TCF7L2 transkripéni faktor

ANRIL dlouhd nekédujici regulaéni RNA

SORT1 vliv na tvorbu LDL-E&stic

PPAP2B fosfataza

MRAS GTP vazebny membranovy protein

CYP17A1 steroid hydroxyléza

ZNF507 »zinc finger protein“

VAC14 ovliviiuje endosomalni transport

TRAPPC9 soucést neuronovych signalnich drah

EGLNZ2 reguluje toleranci hypoxie a apoptdzy v tkénich

GTP - guanosintrifosfat RF - rizikové faktory TG - triglycerid
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Patrné nejvétsi vyhodou celogenomového screenovani je
moznost objevit zcela nové genetické varianty spjaté s one-
mocnénim. To je dano tim, Ze na rozdil od asociacnich studii, do
nichZ byly analyzované varianty vybirény dle znalosti patofyziolo-
gie daného onemocnéni, jsou vSechny GWAs ,hypothesis free*
[4,5] - analyzované markery jsou rozloZené v rGizné denzité
(dle typu €ipu) po celém genomu, bez ohledu na (ne)znamou
funkénost analyzovanych variant/Gsekd.

Nékolik prikladl zcela novych gen( a variant spojenych s ri-
zikem KVO a zvySenym rizikem vyskytu rizikovych faktord jsou
uvedeny v tab. 1. Patrné nejzndméjsi je gen ovliviujici mnoz-
stvi tukové hmoty a obezitu (FTO - FaT mass and Obesity asso-
ciated gene) [7]. Genem kdédovany protein hraje ddlezitou roli
v epigenetice - ovliviiuje primarné metylaci nukleovych kyselin
[8]. Z&sadni pro rozvoj KVO jsou varianty FTO v prvnim intronu
genu (které jsou v témér kompletni vazebné nerovnovéze). PFi-
tomnost jedné alely zvysi riziko KVO pfiblizné o 25 % (a to ne-
zavisle na tradi¢nich rizikovych faktorech). Polymorfizmy v FTO
jsou navic spojovany se zvySenym vyskytem fady dalSich civi-
lizanich onemocnéni, jako je napt. obezita, diabetes mellitus
2. typu (DM2T), rendini selhani &i Alzheimerova choroba.

Dal§im ,novym*® genem ovliviiujicim riziko KVO je gen pro
nich popist lokusu nebylo jasné, zda v dané oblasti lezi viibec
néjaké geny. ANRIL je dlouha nekddujici regulaéni RNA a po-
dobné jako FTO, ma tak priméarné regulaéni Glohu. Varianty
v tomto lokusu ovliviuji riziko nejen KVO (jedna rizikové alela
zvySuje riziko KVO u béloSské populace az o 35 %), ale i nékte-
rych typl nadorovych onemocnéni.

Dalsim genem, objevenym v rdmci GWAs, je gen pro sorti-
lin, jehoZ varianty byly opakované popséany jako jedny z nej-
silngjSich determinant plazmatickych lipidd. Sortilin se nic-
méné podili i na zanétlivych procesech a vaskulérni kalcifikaci
[10] a ovliviuje tak kardiovaskularni riziko nékolika mecha-
nizmy.

vliv na

riziko KVO, BMI, DM2T, rendlni selhani,...

DM2T

vyskyt KVO a nddorovych onemocnéni

hladina cholesterolu

syntéza TG

riziko KVO, bez vztahu k RF

riziko KVO, bez vztahu k RF, syntéza glukokortikoidi a steroidnich hormon(
riziko KVO, bez vztahu k RF

hypertenze

hypertenze

kuracky status
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Studie GWAs detekovaly fadu novych, potentnéjsich va-
riant i v genech dfive analyzovanych v rémci asociacnich
studif, napf. v genech pro APOE, LDL-receptor, lipoproteino-
vou lipdzu nebo HMGCoA reduktézu [2,11-13], tab. 2. Celkem
bylo pomoci GWAs detekovéano odhadem az nékolik set va-
riant v mnoha desitkach genl spjatych vice ¢i méné signi-
fikantné s rizikem KVO a/nebo se zvySenymi hodnotami ri-
zikovych faktord KVO. Varianty jsou spojeny predevsim
s lipidovym metabolizmem, krevnim tlakem, zanétem, tran-
skripéni regulaci gen(, vaskularni remodelaci ¢i NO-signali-
zaci, nicméné funkce vétsiny genll objevenych prostiednic-
tvim GWAs nebyla v dobé svého popséani znama [12,13].

Studie GWAs popsaly i nékolik variant potenciélné spjatych
se zvySenym vyskytem neZadoucich vedlejSich acinkd 1éCiv,
hlavné statind. Nejzndméjsim genem je patrné SLCO1B1 trans-
portér [14]. Jeho varianty byly popséany ve spojitosti s rozvojem
myopatii pfi [éCbé statiny, nicméné tento vztah ziejmé plati
pouze v pripadé vyssich davek statin(.

Je popséna i strategie mozného vyuZiti genl asociovanych
s KVO pro zlep$eni farmakologickych intervenci [15]. Pred-
poklada se jak vyuZiti stavajicich medikamentd, pouZivanych
v jinych oblastech mediciny, tak i cilené zaméreni na urcité
metabolické cesty usnadiujici hledéani zcela novych Ié&iv
(a to predevsim mimo oblast lipidového metabolizmu).

Vyuziti genového/genetického skérovani

Civilizaéni onemocnéni, KVO nevyjimaje, jsou ze své pod-
staty polygenni, tj. na jejich vzniku se podileji varianty celé
fady gend, kazdé s relativné malym acinkem (obvyklé zvy-
Senirizika je mezi 5-25 %) [6,16,17]. Analyza jediné varianty
v jediném genu je tak jisté dulezita, nicméné pro komplexni
odhad genetického rizika neni dostate¢na. Proto se v po-
sledni dobé (s rlznym UGspéchem) fada skupin vénuje se-
stavovéni genetickych rizikovych skére (GRS - Genetic Risk
Score) [1,6,16,18,19]. Tato skére vyuZivaji soucasné analyzy
a porovnani rady variant v rGznych genech (obvykle jsou

Tab. 2 | Priklady gend spojenych s KVO (nebo s rizikovymi faktory KVO) znamych z ,,pied GWAs* éry.

U vétSiny z nich byly popsany nové varianty s vy$Sim efektem na asociovany fenotyp

gen funkce/kédovany produkt genu
APOA5 ovlivnéni lipolyzy
APOE ligand pro vazbu na bunécné receptory
APOB ligand pro vazbu na bunécné receptory
LDl-receptor bunéény receptor LDL-¢astic
hMGCo-reduktéaza kli¢ovy enzym syntézy cholesterolu
LPL lipoproteinova lipaza, hydrolyza TG v chylomikrech a VLDL
MC4R receptor pro MSH a adrenokortikotropni hormony

vliv na
hladina triglyceridd
hladina cholesterolu
hladina cholesterolu
hladina cholesterolu
hladina cholesterolu
hladina triglyceridd

chut k jidlu, hodnoty BMI

APO - apolipoprotein LPL - lipoproteinové lipdza MC4R - melanokortinovy receptor 4. typu MSH - melanocyty stimulujici hormony TG - triglycerid

Graf | Teoreticky priklad vyuziti nevazeného genetického skore pro uréeni rizika vyskytu onemocnéni.
PFi 15 analyzovanych genech je teoretické rozpéti poctu rizikovych alel mezi ,,0 a ,,30%. Redlné se ale jedinci
s nizkym nebo s opravdu vysokym poctem alel nevyskytuji. RozloZeni pfitomnosti poctu alel je u pacientd

a naopak, mezi kontrolami chybf jedinci s nejvy$Sim poctem rizikovych alel.

m pacienti
= zdravé kontroly

14

12

10

% g

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
pocet rizikovych alel
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jich jednotky aZ stovky), jejich vysledky jsou vyjadieny jako
jedna ¢iselnd hodnota. Pro charakterizaci se pouZivé bud
nevazené, nebo vazené genetické skore.

Nevazené genetické skére je ze své podstaty vypoctu
jednodussi - jednd se o prosty soucet rizikovych alel pro
dany fenotyp, pfitomny u kazdého jedince (pfiklad vysledku
graf). Nositelé dvou protektivnich/neutrélnich alel obdrzi za
kazdy gen pro vypocet skére ,,0% heterozygoti ,1“ a kone¢né
nositelé dvou rizikovych alel hodnotu ,,2% Vyhodou tohoto pfi-
stupu je jeho jednoduchost. Nevyhodou pak skuteénost, Ze
hodnoty ,,0“ ,,1“ a ,,2 jsou pro vSechny geny/polymorfizmy
identické, bez ohledu na to, Ze néktery polymorfizmus zvy-
Suje riziko pfitomnosti daného onemocnéni o 5 % a jiny pak
tfeba 0 30 %. Je tfeba mit na paméti, Ze stejnou hodnotu skére
mohou mit jedinci se zcela odliSnymi rizikovymi alelami.

Vazené genetické skére bere v potaz skute¢nou riziko-
vou hodnotu kazdé analyzované alely. Ta je obvykle poé&i-
téna jako logaritmus poméru Sanci (Odds Ratio - OR), rela-
tivniho rizika (Relative Risk - RR) nebo poméru rizik (Hazard
Ratio - HR) pokud poé&itdme s kategorickymi promé&nnymi
(napt. ,zdravi“ vs ,nemocni“); nebo pomoci beta-koefici-
entd, pokud pocitdme s kontinualnimi proménnymi (choles-
terol, krevni tlak, hmotnost atd). Takto ziskané hodnoty se
opét sectou do findlniho vysledku. PouZiti vaZeného skére
je tak (zdénlivé?) spravnéjsi a mélo by mit vy§si vypovédni
hodnotu. Nevime ale, zda pfitomnost jedné opravdu nevy-
hodné alely je opravdu tak rizikovéa jako sou¢asna pfitom-
nost sice individualné slabsich alel, ale zasahujicich do né-
kolika oblasti metabolizmu.

Nicméné - i vypocet véZeného rizikového skére mé sva
Uskali a riziko zkresleni a nepfesnosti. Pro vypocet OR &i
RR jsou obvykle pouZity skupiny starSich pacientl a kont-
rol. Dané hodnoty tak budou ¢aste¢né zkresleny vékem vy-
Setfenych jedincl a doprovazejicimi rizikovymi faktory vnéj-
§iho prostredi. V klinické praxi bychom ale méli vyuZivat
analyzy genetickych skére pro odhad rizika onemocnéni jiz
v raném véku (18-25 let?) tak, aby bylo mozné detekované

(<]
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jedince se zvySenym genetickym rizikem cileng, v¢as a in-
tenzivnéji intervenovat at jiz doporucenimi ke zméné Zivot-
niho stylu ¢i farmakologicky, zafadit do programu ¢asnych
a ¢etnéjSich preventivnich prohlidek apod. Pro tyto Gcely se
prosty soucet rizikovych alel zda byt dostatecny.

Oba pfistupy v8ak maji svou slabinu - pocitaji s prostou
sumaci rizik jednotlivych variant. Je ale velice pravdépodobné,
Ze ve skute€nosti nebude model GRS aditivni, ale Ze mezi poly-
morfizmy bude dochézet k interakcim [19]. Tedy zjednoduSené
se vliv urcitych alel miZe nasobit, a efekty jinych se naopak
mohou vzédjemné vyrusit. Tyto interakce mohou pochopitelné
probihat i v souvislosti se Zivotnim stylem a mohou se lisit mezi
muZi a Zenami.

V soucasnosti existuje celé fada studii analyzujicich genové
skére v souvislosti s predikci KVO, s rliznymi a kontroverznimi
vysledky [17,20-22]. BohuZel valna vétSina téchto studii se
snazi zjistit, co mlze genetickd predisposice prinést v odhadu
rizika nad rdmec odhadll vychézejicich z tradi¢nich rizikovych
faktord. Jak je ale jiz zminéno vyse, predikce GRS by ideélné
méla pomoci najit opravdu mladé jedince ohrozené KVO dfive,
nez se u nich tradicni rizikové faktory viibec objevi.

Analyza genetického skére se intenzivné diskutuje napf.
v souvislosti s familiarni hypercholestrolemii (FH; onemoc-
néni zplsobené mutacemi primarné v LDL-receptoru, APOB
¢i PCSK9). Ukazalo se, Ze kumulace b&Znych ,.cholesterol zvySu-
jicich® alel vede k fenotypu zvanému polygenni FH, ktery je kli-
nicky nerozliSitelny od monogenni FH [16]. Analyzy UK Bio-
bank ukézaly, Ze GRS je uZitecny néstroj k detekci jedincl
ohroZenych KVO ve véku pod 40 (muzi) nebo 45 (Zeny) let
[23]. Témér 3nasobné zlepSeni predikce vzniku DM2T bylo
dosazeno vyuzitim GRS sloZzeného z vice nez 60 béznych va-
riant [24].

Zasadni fenotypové rozdily by teoreticky mohly byt pozo-
rovatelné iv pfipadé obezity. Kumulace vyhradné negativnich
alel 32 gend (v Cisté aditivnim modelu) by mohla znamenat
0 25 kg vy3§i télesnou hmotnost v porovnani s jedinci nesou-
cimi naopak pouze protektivni alely [25].

zdrava populace pacienti s Ml

SRS 6 6 6 6 6 6 6 © rizikovy genotyp 09 9e _ -
e se se se e se se s se e 21 % vs 30 % se se s se se e se s s e
2 0 600006666 6 OR (95% Cl) 2 00060000 6 @

& & &L =) ) 1'75 (1,38_2’22) ) & =) =) & &L =) ) =) )
O P < 0,0001 < I B R R < R
U< < B0 B0 RO < I ) U< < R < R <
U< < B < << < ) < I R R
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Pienos populaénich dat do individualizované
predikce
Prenos vysledk( populacénich studii do individualizované pre-
dikce bohuZel neni tak snadny, jak by se mohlo zdét. Coz ale
plati nejen pro genetické rizikové faktory, ale i pro v8echny
biochemické parametry, které ve vztahu ke KVO analyzujeme
a lé¢ime. Pro spravné vyuZiti vysledkd genetickych analyz je
tedy tfeba replikovat vysledky screeningli na kazdé dané po-
pulaci, je fada variant, které maji napt. vyrazné etnicky spe-
cificky vyskyt a vliv [26], ale vyznam variant a velikost jejich
vlivu se mlze lisit i mezi populacemi stejného etnika. | zde
plati, Ze zvy$ené riziko KVO napf. o 70 % mUZe ve vysledku
stale znamenat, Ze zna¢na ¢ast jedincd s timto rizikovym ge-
netickym faktorem viibec neonemocni schéma.

Nelze ani opomenout vySe zminéné interakce mezi geny
a prostfedim. Pfedevsim nutriéni intervence by mély profi-
tovat zimplementaci vysledkd GWAs do individualizovanych
doporuceni [27-29].

Zavér

V sou€asné dobé& méme dostatecné znalosti o genetické de-
terminaci KVO a jejich rizikovych faktor(, zaloZené na prosté
sekvenci DNA. VyuZiti v klinické praxi je vSak mizivé. SpiSe
nez dalSi GWAs Ize v soucasnosti ocekavat objeveni relativné
malo Cetnych, ale dileZitych variant metodami celogenomo-
vého nebo exomového sekvenovani.

Autor je podporovén projektem MZ CR - RVO (,Institut kii-
nické a experimentaini mediciny - IKEM, IC 00023001
a grantem programoveého projektu Ministerstva zdravotnictvi
CR s reg. & NV18-01-00046. Veskera préva podle predpisti
na ochranu dusevniho viastnictvi jsou vyhrazena.
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