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Souhrn

Prace shrnuje poznatky o molekuldrni podstaté dédi¢ného onemocnéni lipidového metabolizmu zplsobujici zvy-
$eni hladin LDL-cholesterolu. Familidrni hypercholesterolemie je nej¢astéji autosomalné dominantnim onemocné-
nim. Pro svého nositele pfinasi vysokou pravdépodobnost pfed¢asného vzniku kardiovaskuldarniho onemocnéni.
Vétsina (85-90 %) pripadu je zplsobena mutacemi snizujicimi nebo zcela vyrazujicimi funkénost genu pro LDL re-
ceptor (LDLR). Mensi mnozstvi pfipadl (5-10 %) ma pfic¢inu v mutovaném genu pro apolipoprotein B (FDB mutace),
ktery je ligandem LDL receptoru. Méné nez 5 % pfipadu je geneticky podlozeno gain-of-function mutaci v genu
PCSK9 zvysuijici aktivitu tohoto proteinu pfi degradaci molekul LDLR. Zname ale i extrémné vzacnou autosomalné
recesivni formu onemocnéni, pfi niz hraji roli mutace v genu pro LDLR adaptorovy protein.
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Molecular genetics of hypercholesterolemia

Summary

The review focuses on the molecular background of an inborn error of lipid metabolism -familial hypercholester-
olemia. FH describes a group of genetic defects resulting in severe elevations of blood cholesterol levels and in-
creased risk of premature coronary heart disease. Most cases are due to the mutations decreasing and/or destroy-
ing the function of the LDL receptor (85-90 % of cases), smaller portion of cases is caused by defects in the gene
encoding the ligand for LDL receptor - apolipoprotein B-100 (5-10 %). Less than 5 % of cases has gain-of-function
station of the PCSK9 gene that increases the rate of degradation of the LDL receptor molecules. Autosomal reces-

sive form of the disease, caused by the mutations in LDLR adaptor protein 1 gene, is extremely rare.
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Uvod

Familidrni hypercholesterolemie (FH) je geneticky podmi-
nény defekt metabolizmu lipoproteind, nejcastéji dédény
autosomalné dominantné, zndme vsak i jiné genetické
formy tohoto onemocnéni. Fenotypové projevy jsou
u vsech typl FH velmi podobné — kromé zvysené hladiny
LDL-cholesterolu (LDL-C) a s tim spojeného vysokého rizika
predcasného nastupu kardiovaskularniho onemocnéni
u postizenych osob nachazime slachové xantomy a arcus
cornealis. Penetrance FH byla ve starsich pramenech uda-
véana jako 100 %, nyni se zacind stale castéji ukazovat, ze
v zavislosti na pfitomnosti nejriznéjsich modifikacnich fak-
tord tato hodnota mize byt nizsi. Také frekvence mutaci
gend zodpovédnych za FH v populaci jsou pravdépo-
dobné jesté vyssi, nez se doposud uvadélo, tj. odhado-
vana frekvence homozygotd 1: 1 000 000 a heterozygott
1:500 [1]. Vyssi frekvence jsou zpravidla udavany pro speci-
fické populace, u nichz k rozsifeni mutované alely vyrazné
prispél geneticky drift (vSudypfitomny fenomén, v lid-
skych populacich pozorovatelny zejména v malych, geo-
graficky izolovanych ¢i od vétsinové populace endoga-

mickym chovanim oddélenych spole¢nostech). Prikladem
takovych populaci jsou libanonsti kiestané [2], Afrikanci
[3], askenazsti Zidé Zijici v jizni Africe [4], Frankokanadané
[5], Finové [6] a druzové [7]. Prevalence onemocnéni FH je
v nékterych z téchto populaci udavéna az 1 : 67 [8]. Novéjsi
studie, jejimz predmétem byla danska populace, vak uka-
zala, Ze v této populaci je frekvence heterozygotd FH vyssi,
nez se pro obecnou bélosskou populaci predpokladalo,
a dosahuje hodnot az 1: 137 [9]. Priblizné 85-90 % pfipad(
je zpUsobeno mutaci genu pro LDL receptor, 5-10 % pfi-
padi ma pfi¢inu v mutovaném genu pro apolipoprotein
(Apo) B (FDB mutace), méné nez 5 % pfipadu je geneticky
podlozeno gain-of-function mutaci v genu PCSK9. Zname
ale i extrémné vzacnou autosomalné recesivni formu one-
mocnéni, u niz hraji roli mutace v genu pro LDLR adapto-
rovy protein 1.

LDL receptor

Nejcastéjsi pficinou FH jsou mutace v genu kédujicim
receptor pro LDL ¢&astice. Po syntéze 120 kDa prekur-
zorového proteinu a nasledné glykozylaci je receptor
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umistén na povrchu buriky v membranovych prohlub-
nich sklathrinovou vystelkou, kde na svou extracelularni
doménu vaze lipoproteinovou ¢astici. Cely komplex
je nasledné endocytézou pohlcen a kyselé prostredi
endosomu konformaéni zménou uvolni LDL &astici. Pak
je receptor vracen zpét na své misto na povrchu buriky,
kde se po névratu do nativni konformace cely cyklus
muze opakovat s novou LDL castici [10]. Gen pro LDL
receptor (LDLR) se nachazi na kratkém rameni chromo-
somu 19, obsahuje 18 exonu a kdduje protein sestavajici
z 839 aminokyselin. Tento protein obsahuje 6 funk¢nich
domén kédovanych jednotlivymi exony nebo skupinami
exond. Toto usporadani nasvédcuje tomu, ze LDL re-
ceptorovy gen v pribéhu evoluce vznikl shlukem kopii
exonu pochazejicich z riznych gend, s nimiz dnes pozo-
rujeme napadnou sekvenc¢ni homologii [11,12]. Tomuto
zpUsobu reorganizace exont rdzného plvodu za vzniku
nového genu fikdme exon shuffling [13].

Mnozstvi LDL receptorového proteinu na membrané
bunky je regulovano slozitym zpétnovazebnym me-
chanizmem, pomoci néhoz je exprese LDLR genu fizena
v zavislosti na mnozstvi cholesterolu v bunce a jeho ak-
tualni potfebé. Mnozstvi a rovnovahu poméru choles-
terolu a mastnych kyselin v membranovych fosfolipi-
dech v bunce zajistuji sterol regulacni elementy vazajici
proteiny (sterol regulating elements-binding protein
— SREBP). V pripadé potteby jsou tyto proteiny aktivo-
véany $tépenim ve 2 mistech, a tim jsou uvolnény z mem-
brany endoplazmatického retikula. Vysoka koncentrace
sterold blokuje aktivitu prvniho ze zucastnénych $tép-
nych enzym (Site-1 protein — S1P), a to blokaci aktivity
SREBP cleavage-activating proteinu (SCAP), nutného pro
aktivaci STP [14]. SREBP se vaze i na regula¢ni sekvenci
v promotorové oblasti LDLR genu, kterd ma podobu
16bp dlouhé repetice a obsahuje sterol-regula¢ni ele-
ment (SRE) a kterd zajistuje zvyseni transkripce genu pro
LDL receptor, kdyz koncentrace cholesterolu v burice po-
klesne [15]. Podobné repetice (Repeat 1 a 3) nesou va-
zebna mista pro transkrip¢ni faktor Sp1 (Specificity pro-
tein 1) a podileji se na zajisténi bazélni exprese genu
pro LDL receptor [16]. V3echny vyse zminéné regulacni
sekvence jsou lokalizovény v rozsahu pfiblizné 280 bp
dlouhé proximalni sekvence promotoru a mutace v této
nekodujici oblasti, které narusi expresi LDLR, mohou byt
pfi¢inou onemocnéni FH [17-19].

Sekvenci prvniho exonu je kédovan signdini peptid
o délce 21 aminokyselin a z proteinu je tato hydrofobni
sekvence odstrafiovana pfi pfenosu nezralého fetézce
do endoplazmatického retikula [20]. V tomto Useku
nejsou pfilis ¢asto popisovany mutace zpusobujici one-
mocnéni FH, pfesto do dnesniho dne zname 79 tako-
vych variant zde lokalizovanych [21].

2.-6. exon kéduiji ligand vazajici doménu, jez obsahuje
7 tandemovych repetici, kazdou o délce 40 aminokyselin.
Repetice obsahuji vzdy 6 zbytkd aminokyseliny cysteinu,
které mezi sebou vytvéreji 3 disulfidické vazby, C konec
kazdé repetice je pak tvoren trojici negativné nabitych
aminokyselin Ser-Asp-Glu, dllezitych pro vazbu ligandu,

jimz je bud’ ApoB-100, nebo ApoE. Pfes svou vzajemnou
sekvencni nepodobnost oba tyto apolipoproteiny obsa-
huji kratké useky, slozené prevazné z bazickych aminoky-
selin, kterymi se ligandy vazi k negativné nabitym amino-
kyselinam receptoru [22]. Absence 3.-7. repetice vede
k nemoznosti vazat LDL ¢astici, avsak pfitomnost 4. a 5. re-
petice je sama o sobé dostacujici k navazani castice, kterd
obsahuje ApoE [23]. Instabilita paté repetice v kyselém
prostfedi s limitovanym mnozstvim vapenatych iontd
hraje dulezitou roli v uvolnéni LDL ¢&astice z receptoru
v prostiedi endosomu: konformacni zména této oblasti
proteinu brani pokracovanivazby ¢astice [24].V ¢asti LDLR
genu, kédujici ligand vazajici doménu, bylo doposud po-
psano 708 mutaci [21].

Nasledujicimi 8 exony (exon 7-14) je kddovana doména
vykazujici 33% homologii s lidskym EGF - epidermalnim
rlstovym faktorem [25]. Tato doména zahrnuje 411 amino-
kyselin. Jsou uspofadany do 3 repetic, bohatych na ami-
nokyselinu cystein, kazda o délce 40-50 aminokyselin.
Prvé 2 repetice jsou od treti oddéleny 280 aminokyselin
dlouhym tsekem, na kterém se pfiblizné po 40-50 amino-
kyselinach opakuje konzervativni motiv 4 aminokyselin.
EGF doména je dlleZita pro vyvazani LDL ¢astic z recep-
toru a klathrinem vystlanych jamek v kyselém prosttedi
endosomu, aby mohl byt receptor recyklovan zpét na
bunécnou membrénu. Bez této domény neni LDL recep-
tor schopen vazat LDL ¢astice pomoci ApoB-100, neztraci
vsak schopnost vazby na lipoproteinové ¢astice, kde inter-
akci zprostiedkovava ApoE [26]. Na prvni z EGF repetic se
véaze PCSK9, ktera snizuje recyklaci molekul LDLR a zvy3Suje
miru jeho degradace [27]. Mutace v této funkéné velice
dllezité ¢asti genu jsou pomérné ¢asto u FH pacientd na-
chézeny, doposud jich bylo popsano 811 [21].

15. exon kéduje doménu s nepfili§ znamou funkdi,
na niz se navazuji karbohydratové fetézce vazané na
kyslik. Doména je bohatd na aminokyseliny Ser a Thr
a slouzi nejspise ke stabilizaci proteinu. Chybna glyko-
zylace vede ke zvyseni obratu LDL receptoru [28]. Po-
psanych mutaci v této ¢asti genu je znamo 41 [21].

Transmembranova doména, ktera nasleduje, je kromé
exonu 16 kédovana i ¢asti exonu 17. Ukotvuje protein
v cytoplazmatické membréané a obsahuje 22 hydrofob-
nich aminokyselin. V této oblasti bylo doposud nalezeno
okolo 40 mutaci.

Cytoplazmaticka doména o délce 50 aminokyselin je
kédovéna zbylou ¢asti exonu 17 a exonem 18. Obsahuje
2 signdlni sekvence zajistujici umisténi proteinu na povr-
chu buriky v klathrinovych jamkach [29]. Jedna se o evo-
lu¢né velmi konzervativni doménu s 86% homologii a jen
sporadicky jsou zde nalézany pfi¢inné mutace pro FH.

Celkem bylo v LDL receptorovém genu doposud po-
psano 1 125 unikatnich alelickych variant, mezi kterymi nej-
Castéji nalézame substituce, delece a inzerce, méné casto
pak duplikace (64 pfipadu), indels (15) ¢i inverze (2) [21].

Fenotypova variabilita a polygenni forma FH
Jiz dlouhou dobu je zndma vysokd heterogenita feno-
typu pacientl s onemocnénim FH, a tento fenomén neni



dan pouze charakterem a lokalizaci mutace v ramci
genu. Modifikacni roli zde hraje, kromé faktord jako
Zivotni styl, slozeni potravy apod, i genetické pozadi,
tedy individudlni kombinace variant v genech malého
ucinku, které spole¢nym plsobenim ovliviuji vysledny
fenotypovy projev FH. V posledni dobé se vyzkum ge-
netické determinace FH soustfedil na nalezeni variant,
které moduluji celkové fenotypické projevy onemoc-
néni, a byl vytvoren panel takovych genetickych vari-
ant, tzv. LDL skére, které nejenze mohou rznou mérou
pfispivat k vyslednému fenotypu FH u monogenni
formy onemocnéni, ale u nositeld prekracujicich urcity
hrani¢ni pocet téchto alel se rozviji polygenni forma FH
[30]. Jedind mutace, kterou bychom mohli povazovat
za pfi¢innou, u téchto pacientl neni nalezena a odhady
rizika onemocnéni v rodinach jsou pak velmi obtizné.
Zpfesnit tuto analyzu mUze pravé vysetieni 12 jedno-
nukleotidovych polymorfizmi (SNP) v genech ABCG/S,
APOE (2 varianty), APOB, HFE, LDLR, LPA, MYLIP, NYNRIN,
PCSK9, SORT1 a STGAL4. Vysledné skére predikuje hla-
dinu LDL-cholesterolu u vysetfovanych pacientd s vy-
sokou statistickou prikaznosti [30].

Dalsi geny spojené s FH

Gen pro apolipoprotein B100

V roce 1986 bylo poprvé odhaleno, ze pficinou FH muze
byt nejen defektnireceptor, alei mutace vligandu tohoto
receptoru, jenz je soucasti LDL ¢astice — apolipoproteinu
B-100 (ApoB-100) [31]. Gen pro ApoB-100 je lokalizovan
na kratkém rameni 2. chromosomu a kéduje 4 563 ami-
nokyselin dlouhy protein. Jedinci postizeni touto formou
hypercholesterolemie maji hladiny LDL-C asi o ¢tvrtinu
nizsi nez u klasické FH. U takovych pacientt byla nejprve
nalezena jedna specifickd varianta, zaména Glu3500Arg
s odhadovanou frekvenci 1 : 500 (FDB mutace) [32], poz-
déji byly odhaleny jesté dalsi mutace snizujici afinitu
ApoB k LDL receptoru, a to Glu3500Trp a Arg3531Cys [33].
Obé tyto mutace jsou spise raritnimi variantami a jejich
frekvence v populacich je nizka. Jind varianta asociovana
s FH, His3543Tyr, byla viak v némecké populaci popsana
se 4krat vyssi frekvenci nez klasicka FDB alela [34]. To Ize
s nejvétsi pravdépodobnosti pfipsat pusobeni genetic-
kého driftu, stejné jako vysoké frekvence Glu3500Arg
v oblasti stfedni Evropy. V soucasné dobé je zjistovano,
Ze skute¢né populacni frekvence nositelt FDB alely byly
v odhadech, vypocitanych z poctu pacientli se zvysenou
hladinou cholesterolu, ponékud podhodnoceny a zZe exi-
stuje nemalé mnozstvi lidi s FDB alelou, ktefi nejsou ve
statistikdch podchyceni a nosi¢stvi mutace u nich neni
spojeno s zadnymi fenotypovymi projevy [35].

Gen pro proprotein konvertazu subtilizin/
kexin 9

Kromé mutaci v receptoru a jeho ligandu je od roku 1999
zndma jesté jedna forma autosomalné dominantné pre-
nasené FH, a to v disledku mutaci v genu, ktery kéduje
proprotein konvertdzu subtilizin/kexin typu 9 [36]. Gen
pro tento enzym (PCSK9) je lokalizovan na kratkém rameni
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chromosomu 1, tvofi ho 12 exon( a vysledny protein ma
délku 692 aminokyselin [37]. Aminokyseliny 1-30 tvofi sig-
ndlni sekvenci, za ni nasleduje prodoména (aminokyseliny
31-152) a katalytickd doména, protein je zakoncen C-termi-
nélni oblasti, zahrnujici 243 aminokyselin a bohatou na cys-
tein a histidin. Inaktivni PCSK9 po syntéze obsahuje tridadu
aminokyselinovych zbytk( Asp-186, His-226 a Ser-386,
nutnou pro katalytickou aktivitu. V endoplazmatickém
retikulu podstupuje autokatalytické Stépeni, jehoz pro-
duktem je katalyticky fragment o velikosti 60 kDa. Tento
proces je nezbytny pro transport a sekreci PCSK9. Odsté-
pend prodoména zUstava ale asociovéna s katalytickou
doménou, ¢imz blokuje aktivni misto. Po sekreci probéhne
dalsi stépeni za vzniku 53 kDa neaktivniho fragmentu [37].
PCSK9 hraje dulezitou ulohu v regulaci mnozstvi LDL re-
ceptoru na bunécné membrané, a to vazbou na EGF
repeat A, ¢imz je indukovana degradace LDLR proteinu
[38]. LDL receptor je PCSK9 schopna degradovat neza-
visle na své proteolytické aktivité [39]. Interakce s EGF-A
repetici je zajiSténa aminokyselinami Arg-194 a Asp-238.
Zvysena aktivita PCSK9 vede k nedostatku receptoru na
povrchu bunky, a tim ke zvy3eni hladin LDL-C v krevni
plazmé [40]. V genu se mohou objevit jak mutace zvysu-
jici aktivitu enzymu (gain-of-function), které mohou byt
pfi¢inou fenotypu FH, tak i mutace narusujici ¢astecné
nebo zcela funkci proteinu, jejichz disledkem je snizeni
hladiny LDL-C [41]. Doposud bylo popsano nékolik gain-
-of-function mutaci. Ser127Arg narusuje autokatalytické
Stépeni, nezbytné pro sekreci PCSK9 z burky. Zdména
Asp374Tyr vede k tomu, ze vazba mutované PCSK9 na
LDL receptor je 25krat pevnéjsi nez u standardniho pro-
teinu. Dal$i mutace vedou k Uplné nebo castecné ne-
schopnosti stépeni proteinu invertdzou C5/6A a furinem
[37]. Mutace, pUsobici ztratu funkce u PCSK9 jsou ku-
piikladu takové, které vedou k pred¢asnému vytvoreni
stop kodonu (Tyr142X), brani exportu proteinu z endo-
plazmatického retikula (Cys679X, Gly106Arg) ¢i nevstu-
puji do endosom (Leu253Phe, GIn554Glu) [42].
Zajimavy je také vztah PCSK9 a ApoB-100. U nositeld
mutace Ser127Arg v genu pro PCSK9 bylo pozorovano 3na-
sobné zvyseni produkce apoB-100 ve srovnani s kontro-
lami nebo osobami s mutovanym genem pro LDL receptor.
Dochazi také k nadprodukci VLDL (3krat), IDL (3krat) a LDL
Castic (5krat) [43]. Podobny vzestup mnozstvi ApoB-100 byl
popsan i u mutace Asp374Tyr [44]. Experimenty ukdzaly
stejny efekt i u transgennich mysi a pomohly odhalit inte-
rakci PCSK9 a ApoB, a tim jeho ochranu pfed degradaci [37].
Dle LOVD databdze [21] byly do souc¢asnosti v PCSK9
genu nalezeny 153 substituce, 8 inzerci a 2 delece, uni-
katnich variant bylo doposud nalezeno 101. Nejvice mu-
tovanym exonem je exon 1 (34 variant), kddujici signalni
doménu a prodoménu. Nékteré nalezené varianty jsou
jen funkéné nevyznamnymi polymorfizmy, nékteré vsak
byly ovéreny jako gain-of-function pficinné mutace [45].

Autosomalné recesivni FH
Velmi raritni jsou pfipady autosomalné recesivni formy
familiarni hypercholesterolemie, jejiz genetickd pod-

879



880 ‘ Schwarzova L. Molekularni genetika hypercholesterolemie

stata byla objevena na konci 90. let minulého stoleti
[46]. Gen zodpovédny za toto onemocnéni (LDLR adap-
torovy protein 1 - LDLRAP1) byl lokalizovén na kratkém
rameni chromosomu 1 a je sloZzen z 9 exonl. Produkt
tohoto genu obsahuje 170 aminokyselin dlouhy motiv,
vykazujici sekvencni podobnost s fosfotyrozin vazaji-
cimi (PTB) doménami mnoha adaptorovych protein(
[47]. Tyto domény se vazi k sekvenci Asn-Pro-X-Tyr, ty-
pické pro cytoplazmatické ¢asti povrchovych recep-
tord bunky. Naslednou analyzou variant v tomto genu
byly identifikovany pfi¢inné mutace tohoto onemoc-
néni u prvnich 6 rodin [48]. Relativné vysoké frekvence
nositeld mutovanych alel LDLRAP1 genu jsou popiso-
vany u populace na Sardinii, kde opét pozorujeme silny
dopad genetického driftu v izolované, inbredni popu-
laci [49].

Pro LDLRAP1 gen uvadi LOVD databaze 30 substituci,
7 inzerci a 3 delece, z téchto podchycenych variant je
jich 32 unikatnich [21].

Zaver

Genetické spektrum bezprostfedni pfi¢iny a modulu-
jicich faktor(i vysledného fenotypu onemocnéni fami-
liarni hypercholesterolemii je velmi rozsahlé a do bu-
doucna neni vylou¢eno, Ze se podafi najit jesté dalsi
geny, které hraji dalezitou ulohu v metabolickém pro-
cesu zpracovani a transportu lipidl a jejichz vysetieni
pomize objasnit podstatu onemocnéni u téch ne-
mocnych, u nichZ zatim genetické analyzy provedené
pfi sou¢asném stavu poznatkd nepfinaseji zddouci vy-
sledek. V neposledni fadé stale rostouci mnozstvi po-
znatkd o molekularnich procesech souvisejicich s lipi-
dovym metabolizmem piinasi dalsi podnéty pro vyvoj
novych, pacientdm individudlné pfizpisobenych lékd.

Podékovdni: podporeno grantem AZV 15-28277A a UNCE
204022.
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