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FAMILIARNI HYPERCHOLESTEROLEMIE (FH)

= Autosomalné dominantne dedicné onemocnéni
= Priciny:
NejCastéji mutace v genu pro LDL-receptor (LDLR)
Méné Casto mutace v genu pro jeho ligand — apolipoprotein B 100 (APOB)
Vzacné i specificky typ mutace v genu pro proprotein konvertazu subtilisin-kexin typu 9 (PCSK9)

=V dusledku mutaci je v hepatocytech zasadné zpomaleno odstranovani lipoproteini o nizké
hustoté (LDL) z krve a hladina LDL-cholesterolu se tak velmi vyrazné zvySuje

- Lécba:
Zdrava vyziva a dostatek pohybu (jako u bézné zvySeného cholesterolu)

Nutné podavat léky snizujici cholesterol (zejména statiny)

U tézkych pfipadu plazmaferéza (ocisténi krve od tukovych &astic)



PROJEVY FH

= Velmi vysoka hladina LDL-cholesterolu vyrazné urychluje rozvoj aterosklerozy

- Kardiovaskularni onemocnéni (predevsim infarkt myokardu) se mohou objevit jiz ve velmi Casném
veku

= Ukladani cholesterolu do podkozi - podkozni boule (xantomy) nebo Zlutavé plochy na kuzi
(xantelasmata), prstenec kolem rohovky oka

Issa et al.,Arg. Bras. Cardiol., 2000

www.tribune.cz




VYSKYT FH

FH patri mezi relativhé Casta vrozena onemocnéni

Frekvence vyskytu heterozygotni formy FH v evropske i severoamericke populaci donedavna
odhadovana na 1:500 (predpoklad v CR asi 20 000 pacientu s FH)

Recentni statistiky zalozené na populacnim screeningu v nekterych evropskych zemich ale
ukazuji, ze skutecna frekvence heterozygotni FH muze byt az 1:250

Homozygotni forma FH je vzacnégjsi

Vyskyt odhadovan na 1:1 000 000, nedavné studie zamerené na danskou populaci vsak odhaduji
prevalenci homozygotni FH na 1:160 000- 300 000



HLADINA CHOLESTEROLU

- Hladina HDL-cholesterolu i triglyceridt byva vétSinou fyziologicka

- Heterozygotni forma FH:
Celkovy cholesterol nad 8 mmol/l (obvykle kolem 9—-12 mmol/l)
LDL-cholesterol nad 5 mmol/l (obvykle 6-9 mmol/l), mize byt ale i vySSi

- Homozygotni formy FH:
Celkovy cholesterol nad 12 mmol/l
LDL-cholesterol nad 10 mmol/l

- Hladiny krevnich lipidi mohou mit zna¢nou variabilitu - v zavislosti na typu mutace, na Zivotnim
stylu Ci jinych pridruzenych onemocnenich



PROJEKT MEDPED (MAKE EARLY DIAGNOSES TO PREVENT EARLY DEATHS)

Mezinarodni projekt, ukolem je aktivni vyhledavani pacientu (a jejich pfibuznych) se zavaznymi
formami dyslipidémie (pfedevsim nemocnych s FH)

Funguje v CR jiZ od roku 1998

Sit center

Zajisténi diagnostiky FH podle doporucenych postupu v€éetné molekularné-biologické diagnostiky,
cileny screening v rodinach, dispenzarizace a evidenci nemocnych v celostatni databazi,
komplexni péCe vCetné farmakoterapie

V databazi projektu MEDPED v CR bylo v roce 2015 vice nez 6300 pacient(i s FH

V poétu diagnostikovanych a Ié&enych pacientd s FH na pocet obyvatel je CR na 3. misté na
svete



MOLEKULARNI DIAGNOSTIKA

Analyza ukoncena u 3900 probandu
Mutace v LDLR nalezena u 833 probandu (21,4%)
Mutace v APOB nalezena u 377 probandu (9,7%)

Celkem nalezeno 180 unikatnich alelickych variant genu LDLR
69,4% substituce

19,5% malé delecel/inzerce
11,1% rozsahlé prestavby

71 alelickych variant dosud nebylo popsano

Tichy et al., Atherosclerosis 2012



APOB100

2. chromozom

Gen spolecny pro ApoB100 i ApoB48 (tkarioveé specificky alternativni sestfih)
Protein: 4563 aminokyselin

Ligand LDL receptoru

DNA diagnostika - detekce nejCastejsi mutace p.Arg3527GIn

Front Right

Ren et al., PNAS, 2010



PCSK3

Chromozom 1

12 exonu

Protein: 692 aminokyselin

K fenotypovému projevu FH je nutna gain of function mutace
Loss of function mutace zpusobuji opacny fenotyp (hypocholesterolemie)

Autokatalytické misto
Signalni Prodoména Katalyticka doména C-terminalni doména
sekvence ¢

1 31 T 147 T T 425 T ? 692

Mutace spojené se Ser127Arg Phe216Leu | | Asp374Tyr | | Asn425Ser Arg496Trp
Zvysenou
koncentraci LDL

|
Mutace spojené se Arg46leu Tyrl42X Ala443Thr | Cys679X

shizenou
koncentraci LDL

(Soutar et Naoumova, 2007, upraveno)


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Protein_PCSK9_PDB_2p4e.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Protein_PCSK9_PDB_2p4e.png

LDL RECEPTOR

19. chromozom, 45kb, 18 exonu
Gen patfi do rozsahlejsi rodiny LDL receptorovych genu
Vznikajici prekurzorovy protein ma délku 860 aminokyselin — obsahuje signalni sekvenci

(21 aminokyselin) na N-konci el
- odstfizena béhem piesunu do ER %Z’:pmm"””: -
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Herz et al., Nature reviews Neuroscience, 2000



STRUKTURA LDL RECEPTORU
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N-koncova doména / ligand-vazebna
= Tvofena sedmi repeaty (~50% sekvencné identické)

= Kazdy repeat obsahuje pfiblizné 40 aminokyselin v€etné 6 cysteinovych residui, které formuji disulfidické
mustky

= Pro vazbu ApoB jsou stéZejni repeaty 2 — 7, pro vazbu ApoE repeat 5

EGFP doména

= 3 repeaty, dva jsou blizce spojeny, posledni je od nich oddélen oblasti bohatou na YWTD (tyrosin, tryptofan,
threonin, kysl. aspartova)

YWTD repeat region
= Zaujima beta-propeller konformaci

= Tato oblast je zodpovédna za zménu konformace v dusledku zmény pH okoli, diky ¢emuz je uvolnéna LDL
Castice v endozomu

Doména bohata na O-vazané oligosacharidy

= Neprojevuje zadnou funkci — experimentalné se neukazala vyznamna ztrata funkce receptoru bez této domény

Transmembranova doména
= SloZena z 22 (vétSinou) nepolarnich residui

= Prochazi plazmatickou membranou jako alfa-helix

Cytosolicka C-koncova doména
= Obsahuje ~50 aminokyselin

= Zahrnuje sekvenci dualezitou pro formaci klatrinovych vacka a pro spusténi receptorem zprostfedkované
endocytdzy po navazani LDL Castic




= Zamény v LDLR proteinu nachazime ve vSech jeho doménach. Jednotlivé mutace maiji rizny vliv
na funkci proteinu — klasifikace do 5 trid:

_ LoL ApoB-100
3. transport na plazmatickou @Choleslerolesler 4

4 LDL receptor N i )
rt?l'zrang??:cip:{[iibr?eﬁ?ls_chopen endocytéza pomoci klathrinem

] \\
l : . s vy o
vazby s LDL &astici A //' ) /—\J @ pokrytych vazka
A
o) WY X

receptorem zprostfedkovana

/ trida 4: LDL receptor neni

zpr§:3:3§°:?ana schopen internalizace LDL
. i endocytéza T .
2. transport do Golgiho aparatu, 4 @ Castice endocytézou
glykosylace (160 kDa) ) Q
fida 2: LDLR je Gastetné < bl 5. pohicena LDL gastice je
nebo zcela zadrzen na ER v, AR e uvolnéna v endozomu a receptor
S?m oo Lysozom se vraci na plazmatickou
ey i
o : N membranu
1. syntetizovan na ribozomech Cholesterol T tfida 5: receptor neni schopen
na ER, c¢asteéna glykosylace Syntéza X ) 4 X uvolnit LDL ¢astici v endosomu
LDL receptori Estery L - .
(120 kDa) ‘o3 cholesteros & VAt se na plazmatickou
kepky)  membranu

tfida 1: protein neni syntetizovan

Jadro ___Endoplasmat.
retikulum

http://www.studyblue.com (upraveno)



ZAVEDENI FUNKCNI ANALYZY MISSENSE MUTACI

Doplnéni potvrzeni kauzality dané mutace
Objasnéni vlivu mutace na funkci vysledného proteinu

Klasifikace do prislusné tridy



ZAVEDENI FUNKCNI ANALYZY MISSENSE MUTACI

= Vytvoreni mutaci v genu pro LDL receptor mistné fizenou mutagenezi v plazmidu
pcDNA4-LDLR-EYFP

= K usnadnéni vizualizace proteinu v zivych bunkach byla pouzita znacka EYFP
(enhanced yellow fluorescence protein) na C-konci cDNA LDLR genu oddélena

sekvenci 10 aminokyselin
. P ora b
LDLR /M EYFP

= LDLR plazmidy s mutaci a bez mutace a s/bez EYFP znacky transfekovany do
CHO (Chinese hamster ovary) bunécnych linii

= Vytvoreny stabilni bunécné linie

= Laserova skenovaci konfokalni mikroskopie (Zeiss LSM780) k urCeni bunécné
lokalizace LDL receptoru

- Konkanavalin A tetramethylrhodaminovy konjugat na obarveni endoplazmatického retikula
(ER)
Anti-EEAl(early endosome antigen) + sekundarni protilatka s fluor. znackou k obarveni
endozomu
Anti-clathrin heavy chain protilatka + sekundarni protilatka s fluor. znackou k obarveni
klathrinovych vacku
Inkubace s fluorescen¢né znacenymi LDL Casticemi

WWW.Mmicroscopyu.com



MUTACE 2. TRIDY

Gly565Val

LDLR Endoplazmatické
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MUTACE 4. TRIDY

Klathrinové vacky
LDLR (EYFP) (AIS55) prekryv
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MUTACE 5. TRIDY

Val429Met
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VAZBA LDL CASTIC / 3. TRIDA MUTACI

jadro LDL Fok
(DAPI) (Dil) prexryv

Gly565Val
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Tyr828Cys

Val429Met



JEDEN ZAJIMAVY PRIKLAD

= Sekvencni varianta Gly20Arg (mutace v signalni sekvenci) - dfive povazovana za kauzalni pro FH
= Funk¢ni analyza ukazala, zZe tento receptor je schopny vazat LDL
= Jako kontrolni vytvorena mutace Leul5Pro (zni¢eni alfa-helixu signalni sekvence)

Leul5Pro

Gly20Arg
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Pavlouskova et al., Atherosclerosis 2016






