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Genetika familiarni hypercholesterolemie:
aktualizovana kritéria pro interpretaci variant
v genu LDLR

Genetics of familial hypercholesterolemia: updated criteria for LDLR gene
variant interpretation
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Abstrakt

Familiarni hypercholesterolemie je jedno z nejcastéjSich metabolickych onemocnéni. NejCastéji je spojovana s patogennimi va-
riantami v genu pro LDL-receptorovy protein (LDLR). Ve verfejnych databdazich je popsano jiz vice nez 2 700 variant, které byly
v tomto genu celosvétové nalezeny. | pfes zasadni technologické pokroky v molekularni biologii zstavé stéZejnim Gkolem inter-
pretace nalezenych sekvenénich variant ve vztahu ke konkrétnimu hodnocenému klinickému projevu u konkrétniho pacienta.
V rdmci mezindrodni expertni skupiny byla vypracovéna kritéria pro hodnoceni kauzality sekvenénich variant v genu LDLR ve
snaze sjednotit rozdilné interpretacni algoritmy. Tato kritéria by nésledné méla byt aplikovéna do klinické a diagnostické praxe.
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Abstract

Familial hypercholesterolemia is one of the most common metabolic diseases. It is mostly associated with pathogenic vari-
ants in the LDLR gene. Public databases contain more than 3,000 sequence variants that have been reported in this gene
worldwide. Despite crucial technological advances in molecular biology, the interpretation of detected sequence variants in
relation to the specific evaluated clinical phenotype in a particular patient remains a key task. Within an international expert
group, criteria for evaluation of causality of sequence variants in the LDLR gene were developed to unify different interpre-
tation algorithms. These criteria should then be applied to the clinical and diagnostic practice.

Key words: evaluation criteria - familial hypercholesterolemia - LDLR - pathogenic variants.

Uvod

Familiarni hypercholesterolemie (FH) je jednim z nej¢astéj-
Sich dédi¢nych onemocnéni ¢lovéka. Frekvence heterozygotu
v obecné populaci se pohybuje v poméru 1:300 [1]. Onemoc-
néni vykazuje autosomalné dominantni dédiénost a primarné
je zplsobeno patogennimi variantami ve tfech genech. Nej-
ast&ji se patogenni varianty vyskytuji v genu LDLR - v CR
byla patogenni varianta v tomto genu nalezena u 22,1 % paci-
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pak patogenni varianta p.(Arg3527GIn) v genu APOB, dfive
oznacovana také jako R3500Q, kterd se v populaci ¢eskych
pacientil s FH vyskytuje v 11 % p¥ipadd [2]. Raritné se v CR
vyskytuji i patogenni varianty v tfetim z etablovanych gen(
- PCSK9. Celkové se pomoci metod molekularni biologie
podafrilo nalézt patogenni variantu u 33,2 % pacientd s FH,
ktefi byli zafazeni do databaze MedPed a splfiovali kritéria
pro provedeni pfislusné analyzy.
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Klinické aspekty adiagnostikafamiliarnihypercholesterol-
emie jsou velmi precizné zpracovany v prispévku MUDr. Vac-
lové v tomto Cisle Casopisu AtheroReview. Jednim ze zasadnich
prinosl molekuldrné biologického vysetieni je fakt, Ze znalost
kauzalni mutace Casto vede k lepsi komplianci k 1é¢b€, zapo-
jeni SirSi rodiny do kaskadovitého skriningu pro zjiSténi nosic-
stvi patogenni varianty/variant a celkové k lepSimu uvédoméni
si, Ze hypercholesterolemie je pfitomna od narozeni a pred-
stavuje zavazny problém. Rodiny s identifikovanou mutaci pak
souc¢asné prostfednictvim klinického genetika ziskaji kom-
pletni a kvalifikované genetické poradenstvi. V neposledni
fadé pak konkrétni pozitivni vysledek genetického vySetieni
mUZe vést k upfesnéni primarni diagndzy, pripadné k iden-
tifikaci nékteré z fenokopii hypercholesterolemie. Priklady
téchto pripadd jsou uvedeny v textu niZe. Podrobné jsou pfi-
nosy genetického vySetteni zpracovény v stanovisku Ceské
spole¢nosti pro aterosklerézu publikovaném v lofiském &isle
Athero Review [3].

Diagnostika FH je v CR stale komplikovéna faktem, Ze mo-
lekularné genetické vySetreni mlize byt indikovéno pouze Ié-
kafem odbornosti 208, tedy klinickym genetikem. | pFes tyto
objektivni komplikace se stéle dafi zarazovat pacienty do pro-
jektu MedPed (Make early Diagnosis to Prevent Early Deaths
in medical pedigrees), ktery jiz fadu let umoznuje zapojenym
pracovistim a potazmo i jejich pacientm profitovat z unikéat-
niho propojeni biochemickych, klinickych a genetickych dat
na jednom misté.

S néstupem technologie masivné paralelniho sekvenovani,
synonymné oznacované také jako sekvenovani nové generace
(NGS - Next Generation Sequencing), se diky moznosti sekve-
novat prakticky neomezené mnozstvi cilovych lokus( lidského
genomu v jedné reakci dafi identifikovat i mutace u pacient(
s Sirsim spektrem poruch lipidového metabolizmu - v posled-
nich letech byly v CR nalezeny mutace napt. v genu LDLRAP1
u rodiny s autosomalné recesivnim prenosem hypercholeste-
rolemie [4], v genu ABCG5 u pacienta se sitosterolemii [5], Ci
v genu ABCAT u pacientky s tangierskou nemoci [6].

Stéle nicméné plati, Ze primarnim cilem molekularné bio-
logické diagnostiky je predevSim gen LDLR. V soucasnosti
je popséno vice nez 2 700 sekvenénich variant tohoto genu
[7]. S nédstupem NGS se tempo nélezu novych variant vy-
razné zvysilo. Globalnim problémem vSak zlstavala/z(stéva
enormni variabilita pfi hodnoceni kauzality nalezenych variant.

Zéasadnim pokrokem je spoleény mezinarodni konsenzus
a pfiprava kritérii pro hodnoceni kauzality variant v genu
LDLR. Tato iniciativa primarné vychézi z predchozi spolu-
préace [8] a ma za cil sjednotit a pfipadné umoZnit automa-
tické hodnoceni kauzality variant v LDLR genu tak, aby nedo-
chéazelo k rozdilnym interpretacim stejnych variant. Expertni
skupina, kterd se podilela na pfipravé kritérii, je sloZzena
z prednich expertd v dané problematice a mezi jejimi ¢leny
jsou zastoupeni jak pracovnici provadeéjici zakladni vyzkum,
tak klini¢ti Iékari a také zastupci prednich diagnostickych
laboratofi. Poté§ujicim faktem je, 7e i Ceské republika mé
v této expertni skupiné svoje zastoupeni. V ramci pilotniho
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projektu, ktery mél slouZit primarné k validaci navrZzenych
hodnoticich kritérii, bylo v rdmci Gzké skupiny kuratord pro-
vedeno hodnoceni 54 sekvencénich variant genu LDLR [9].
V soucasnosti je v béhu navazujici projekt s ambiciéznim
planem provést hodnoceni vS§ech sekven&nich variant genu
LDLR, které jsou k dispozici v databazi ClinVar [7].

V rémci této skupiny byla podrobné rozpracovana proble-
matika hodnoceni rozdilné kvality funkénich studii, stano-
veny prislu§né hodnoty mezni zbytkové aktivity LDL-recep-
torového proteinu, doporuceny vhodné bunécné linie pro
funkéni studie. Byly definovany hotspoty na zakladé detail-
niho hodnoceni struktury proteinu. Rizné typy mutaci byly
pfifazeny k rGzné silnym kritériim na zakladé predpoklada-
ného dopadu urcitého typu mutace na strukturu a funkci
proteinu. V neposledni fadé byla z pohledu klinické gene-
tiky stanovena pravidla pro posuzovani miry a vypovidaci
hodnoty segregaci v rodinach s familiarni hypercholestero-
lemii. Ke kultivaci doSlo také na poli in silico nastrojd a bylo
dosaZeno konsenzu v podobé pouZiti jednoho spole€ného
metaprediktoru. Matematickymi modely bylo uréeno, jaka
je pro familidrni hypercholesterolemii maximalni mozZna p¥i-
pustna frekvence jednotlivych alel v obecné populaci, tyto
alely tedy Ize povaZovat pfi uvazované penetranci choroby
za potencidlné patogenni. Diky sdileni dat je pak moZné
ziskat interpretovatelné informace i o velmi vzacnych sek-
venénich variantach, pfi€emz tohoto by nebylo bez mezina-
rodni spoluprédce mozné dosahnout. Zkréaceny prehled vyse
zminénych kritérii je uveden v tab. 1 a tab. 2. Po vyhodnoceni
jednotlivych kritérii je varianta zafazena do jedné z 5 tfid kau-
zality dle klice uvedeného v tab. 3.

Familiarni hypercholesterolemie zUstavé i nadédle z po-
hledu molekularni biologie zajimavym tématem. Diikazem
toho je i fakt, Ze se stala pfedmétem mezinarodni spoluprace
s cilem vytvofit spoleéna jednotné kritéria pro hodnoceni
kauzality variant v genu LDLR. Globélni sdileni dat o naleze-
nych variantadch umozfuje hodnotit i varianty, které by na na-
rodni Urovni bylo nutno klasifikovat jako varianty nejasného
vyznamu. V ramci projektu MedPed jsou tato hodnotici kri-
téria jiz aktudlné vyuzivana. Postupné pak budou zavadéna
do diagnostické praxe a budou voditkem pro hodnoceni se-
kvenénich variant v genu LDLR.

Tato prace byla podpofena grantem Ministerstva zdravotnic-
tvi ¢islo NU20-02-00261.
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kritérium

velmi silna kritéria

PVS1

silna kritéria
PS1
PS2

PS3

PS4

PVS1_Strong

PM5_Strong
PP1_Strong
mirnd kritéria
PM1

PM2

PM3

PM4
PM5
PM6
PS3_Moderate

PS4_Moderate

PP1_Moderate

PVS1_Moderate
podpurna kritéria
PP1

PP3

PP4

PS3_Supporting

PS4_Supporting

kritéria podporujici patogenni charakter nalezené varianty

popis kritéria

Nulové varianta v genu, v némz je ztrata funkce zndmym mechanizmem G¢inku. Jedné se o nésledujici typy variant: 1. delece celého
genu; 2. delece jednoho nebo vice exond (exony 1-17) vedouci k posunu ¢teciho ramce; 3. varianta zavadéjici stop kodon nebo vari-
anta vedouci k posunu ¢teciho rdmce postihujici aminokyseliny LDLR-proteinu v pozici < 830 (p.Lys830); 4) varianta v pozici + 1 nebo 2 v int-
ronu (ovlivnéni sestfihu), jez v disledku vede k posunu ¢teciho rdmce v exonech 1-17; 5. intragenové tandemova duplikace, u niz je prokézano,
Ze v dusledku vede k posunu ¢teciho rémce v exonech 1-17. Kritérium nelze uplatnit pro varianty popsané v kritériich PVS1_Strong

a PVS1_Moderate.

Zaména aminokyseliny (missense varianta) shodna s totoZnou zdménou, ktera je jiz klasifikovédna v databdazi ClinVar jako patogenni.
Jedna se o varianty, u nichz rlizné zamény nukleotidu na drovni DNA vedou ke stejné zdméné na drovni proteinu.

De novo varianta, ktera je nalezena u pacienta s familiarni hypercholesterolemii s negativni rodinnou anamnézou a potvrzenou materni-
tou a paternitou.

U nalezené varianty byla provedena vysoce spolehliva funkéni analyza, podle niZ je zbytkové aktivita LDL-receptoru < 70 %.

Varianta byla nalezena u 2 10 nepfibuznych pacientl s FH (diagnéza FH musi byt stanovena na zékladé spInéni nékterych z validnich kli-
nickych kritérii: DLCN, Simon-Broome, MedPed aj). Varianta musi zarover spliiovat kritérium PM2.

Jedna se o jednu z néasledujicich variant: 1. delece jednoho nebo vice exond (exony 1-17), kterd nevede k posunu ¢teciho rdmce; 2. va-
rianta v pozici + 1 nebo 2 v intronu (ovlivnéni sesttihu), u niz predikce nepredpoklédaji posun ¢teciho rémce v exonech 1-17; 3. intrage-
nova tandemové duplikace, u niz se predpoklada, Ze v dlsledku vede k posunu ¢teciho rémce v exonech 1-17. Kritérium nelze uplatnit
pro varianty popsané v kritériich PVS1 a PVS1_Moderate.

Missense varianta v kodonu, u kterého jsou zndmy = 2 dalsi rozdilné missense varianty klasifikované v databazi ClinVar jako patogenni.

Varianta segreguje s fenotypem u = 6 informativnich meiéz v = 1 rodiné. Hodnocené pfipady musi zahrnovat = 2 rodinné pfislusniky
s hladinou LDL-C > 75. percentil nesouci posuzovanou variantu.

Missense varianta v exonu 4, nebo zaména jednoho z 60 vysoce konzervovanych cysteinl (hot spoty). Varianta musi zaroven spliovat
kritérium PM2.

Varianta se v obecné populaci vyskytuje s frekvenci < 0,02 %: PopMax FAF < 0,0002 (0,02 %) v databazi gnomAD.

Toto kritérium Ize pouZit u varianty nalezené v pfipadé probanda s fenotypem homozygotni FH (definovana jako hladina nelééeného
LDL-C = 13 mmol/I nebo = 500 mg/dl), u kterého byla nalezena pouze jedna patogenni varianta v genu LDLR (v pozici trans), APOB
nebo PCSK9. Varianta musi zaroven spliiovat kritérium PM2.

In-frame (bez posunu ¢teciho rdmce) delece/inzerce mensi nez jeden cely exon, nebo in-frame duplikace celého exonu. Varianta musi
zaroven spliiovat kritérium PM2.

Missense varianta ve stejném kodonu jako jind missense varianta klasifikované v databézi ClinVar jako patogenni.

De novo varianta, ktera je nalezena u pacienta s familidrni hypercholesterolemii s negativni rodinnou anamnézou a potvrzenou
paternitou.

U nalezené varianty byla provedena funkéni analyza s nizsi vypovédni hodnotou s definovanym pozitivnim vysledkem (detailné [9]).

Varianta byla nalezena u 6-9 nepfibuznych pacientd s FH (diagnéza FH musi byt stanovena na zékladé spInéni nékterych z validnich kli-
nickych kritérii (DLCN, Simon-Broome, MedPed aj). Varianta musi zaroven spliiovat kritérium PM2.

Varianta segreguje s fenotypem u 4-5 informativnich meiéz v 21 rodiné. Hodnocené pfipady musi zahrnovat 22 rodinné pfislusniky
s hladinou LDL-C > 75. percentil nesouci posuzovanou variantu.

sobici posun ¢teciho rémce postihujici aminokyseliny LDLR proteinu v pozici > 830 (p.Lys830).

Varianta segreguje s fenotypem u 2-3 informativnich mei6éz v = 1 rodiné. Hodnocené pfipady musi zahrnovat = 1 rodinného pfislusnika
s hladinou LDL-C > 75. percentil a nesouciho posuzovanou variantu.

In silico néstroje predikuji zdsadni dopad na gen nebo protein.

Jakakoliv varianta nalezené u pacienta s FH (diagnéza FH musi byt stanovena na zakladé splnéni nékterych z validnich klinickych krité-
rii (DLCN = 6, Simon-Broome (possible /definite), MedPed aj) po vylouceni alternativnich pficin vysoké hladiny LDL-C. Varianta musi za-
roven spliiovat kritérium PM2.

U nalezené varianty byla provedena funkéni analyza s malou vypovédni hodnotou s definovanym pozitivnim vysledkem (detailné [9]).

Varianta byla nalezena u 2-5 nepfibuznych pacient s FH (diagndza FH musi byt stanovena na zakladé spInéni nékterého z validnich kli-
nickych kritérii (DLCN, Simon-Broome, MedPed aj). Varianta musi zaroven spliiovat kritérium PM2.
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Tab. 2 | Kritéria podporujici benigni charakter sekvenc¢nich variant nalezenych v genu LDLR.

Kritéria jsou genové specifickou adaptaci kritérii uvedenych v [10]. Upraveno podle [9]

kritéria podporujici benigni charakter nalezené varianty
kritérium popis kritéria
velmi silnd kritéria
BA1 Varianta se v obecné populaci vyskytuje s frekvenci > 0,5 %: PopMax FAF < 0,005 (0,5 %) v databazi gnomAD.
silné kritéria
BS1 Varianta se v obecné populaci vyskytuje s frekvenci > 0,2 %: PopMax FAF < 0,002 (0,2 %) v databazi gnomAD.

Varianta byla nalezena v homozygotnim stavu u = 1 kontroly nebo v heterozygotnim stavu u = 3 kontrol. Za kontroly Ize povaZovat

2 fenotypové dobre charakterizované nepfibuzné jedince s hladinou LDL-C pod 50. percentilem.
BS3 U nalezené varianty byla provedena vysoce spolehliva funkéni analyza s benignim vysledkem.

Varianta nesegreguje s fenotypem ve = 2 nepfibuznych rodinach, u kterych jsou k dispozici klinickd data pro = 2 informativni
BS4 meiézy v kazdé rodiné. V hodnocenych pfipadech musi byt > 1 rodinny pfislusnik s hladinou LDL-C > 75. percentil, ktery nenese
posuzovanou variantu.

podpurna kritéria

Varianta nalezena u pacienta s fenotypem heterozygotni FH, ktery je zaroven nositelem jiné prokazatelné patogenni varianty v genu

BP2 LDLR (v pozici trans), APOB nebo PCSK$9.

BP4 In silico néstroje nepredikuji dopad na gen ani protein.

BP7 Jednéa se o synonymni variantu. In silico nastroje nepredikuji dopad na sestfih.

BS3_Supporting U nalezené varianty byla provedena funkéni analyza s malou vypovédni hodnotou s benignim vysledkem.

Tab. 3 | Pravidla pro zarazeni posuzované sekvencni varianty do jedné z péti tiid kauzality na zakladé spinéni

konkrétnich kritérii definovanych vyse. Upraveno podle [9]

patogenni
> 1 silnych kritérif
o . > 2 mirnych kritérii
1 velmi silné kritérium + o L
1 mirné + 1 podpdrné kritérium
> 2 podpulrnych kritérii
> 2 silné kritéria
> 3 mirnych kritérif
1 silné kritérium + 2 mirna + > 2 podptrnych kritérif
1 mirné + > 4 podpurnych kritérii
pravdépodobné patogenni
o 1 mirné kritérium
1 velmi silné kritérium + L
1 podpdrné kritérium
1-2 mirna kritéria
1 silné kritérium + L o
> 2 podpurnych kritérii

3 nebo vice mirnych kritérif

2 mirné kritéria + 2 2 podpdrnych kritérif
1 mirné kritérium + 2 4 podptrnych kritérif
benigni

1 velmi silné kritérium

> 2 silnych kritérif

pravdépodobné benigni

1 silné kritérium + 1 podplrné kritérium
2 2 podpurnych kritérii

nejasného vyznamu

v pripadé nedostatecnych kritérii nebo v pfipadé soucasného splnéni kritérii pro protichddna hodnoceni.
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