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Souhrn

Mendelovské randomizace jsou studie, které v poslednich letech zaZivaji nebyvaly boom, ackoli jejich princip je zndmy delsi
dobu. Jejich rozvoj umoznilo popsani sekvence lidského genomu a odhaleni stovek variant v genech spojenych s hodno-
tami potencialnich rizikovych faktor( (RF) kardiovaskuldrnich onemocnéni (KVO). Mendelovské randomizacni studie umoz-
fuji rozhodnout, zda dany vztah mezi rizikovym faktorem (RF) a onemocnénim je kauzélni, nebo zda se jedna pouze o aso-
ciaci. Principem je vyufZiti funkénich genetickych variant spojenych s hodnotami sledovaného rizikového faktoru. Pokud se
alela spojend s RF vyskytuje Castéji i mezi nemocnymi, jedna se o kauzalni vztah. Pokud je varianta spojena s RF, nikoli
v8ak s onemocnénim, pak kauzalita ,,parametr - nemoc“ neplati. Pomoci MR tak byla napf. prokézéna kauzalita mezi hla-
dinami triglyceridd a KVO nebo mezi terapii statiny a zvySenym rizikem onemocnéni diabetes mellitus 2. typu (DM2T). Byl
tak vyvracen i mytus o protektivnim G¢inku konzumace alkoholu na KVO, a naopak potvrzen protektivni vliv omega-6 ne-
nasycenych mastnych kyselin. Naopak hodnoty HDL-cholesterolu &i hladiny CRP nebyly jako kauzélni pro rozvoj KVO pro-
kézany. Tato zjisténi mohou mit zasadni dopad na lé¢bu - farmakoterapie nekauzalnich faktorl selhdvéa a mize byt poten-
cialné i nebezpecna.

Klicova slova: celogenomova asociacni studie (GWAS) - genetika - kardiovaskulédrni onemocnéni (KVO) - mendelovska
randomizace - predikce

Summary

Mendelian randomizations (MR) are studies that have been experiencing an unprecedented boom in last decade, although
the principle is known for almost half of century. The sequencing of human genome and GWAs studies help us to under-
stood the genetic mosaic of human diseases and has identified a hundreds of variants associated with cardiovascular dis-
ease. The fundament of mendelian randomization is to use a genetic marker to investigate, if there is a causal relationship
between a biomarker and risk of disease. The principle is that, if genetic marker is associated with level of the biomarker, it
needs to be in similar extent associated also with the disease risk and the causal relationship is confirmed. If the biomarker
is genotype-associated but not disease-related, then the causality “parameter — disease” does not apply. For example, cau-
sality between plasma triglycerides and CVD risk or between statin therapy and an increased risk of T2DM has been proved
by MR. In contrast, HDL-cholesterol levels or CRP levels have not been proven causal for CVD development. The myth of
the protective effect of alcohol consumption on CVD risk was disproved. These findings may have a major impact on treat-
ment - pharmacotherapy of non-causal factors will fails and can be even dangerous for the patients.
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Uvod

Aterosklerézou podminéné kardiovaskularni onemocnéni
(KVO) je v civilizovanych zemich nejéastéjsi pfi¢inou Umrti
[1]. Dosud bylo popsano nékolik set ,rizikovych“ faktor( (RF)
ve spojitosti s KVO [2]. Které z RF jsou kauzalni, a které jsou
s KVO pouze asociovéany nebo jsou dokonce nésledkem exis-
tujiciho KVO, neni snadné odliSit - a poméhaji ndm s tim
pravé mendelovské randomizaéni studie. Kompletni sekvenci
lidského genomu [3] (projekty HUGO a Cellera) zndme jiz vice
nez 15 let a ziskané informace byly mnohokrat pouZity k celo-
genomovym asocia¢nim studiim [4-6], jejichZ vysledky nasly
vyuziti pravé pro mendelovské randomizace.

Princip mendelovské randomizace

Mendelovské randomizace (MR) je metodika vyuZivajici funkéni
genetické varianty jako néstroje k prokazani kauzality rizi-
kovych faktor(. Jeji zékladni princip byl navrzen pfed dese-
tiletimi [7], nicméné svdj boom zaZiva az v poslednim de-
setileti.

Mendelovska randomizace vychazi z mendelovskych zékon(
[8], konkrétné druhého ,zdkona o nezavislé segregaci alel”.
Konkrétné nam tento zékon Fik4, Ze jednotlivé genetické vari-
anty jsou dédény nezavisle na sobé, pokud nejsou ve vazbé.
Pod ,vazbou“ si musime predstavit lokalizaci genetické vari-
anty v DNA - veskeré varianty v genech umisténych na rdz-
nych chromozomech ve vazbé nejsou, dédi se tedy zcela
nahodné - ,chaoticky®. Pokud jsou varianty na identickém
chromozomu blizko u sebe, $ance na jejich provazanost (lin-
kage disequilibrium - stav, kdy se jedna alela vyskytuje pred-
nostné v pritomnosti jiné alely) se zvySuje. U nékterych va-
riant (€asto u téch, které jsou v genech blizko u sebe) pak
mUZe tato provazanost byt i 100%. Podobné se predpoklada,
Ze vnéjsi faktory/negenetické rizikové faktory jsou v populaci
rozloZzeny také nezavisle na genetickych variantach, pokud
tedy nejsou dlisledkem genetické rozmanitosti (viz napt. nize
zminény gen pro ADH1B1 a konzumace alkoholickych népojd,
nebo geny pro nikotinové transportéry a kuracky status).

Pro vyuZiti varianty pro mendelovskou randomizaéni ana-
lyzu déle musi platit, Ze varianta je spojena s rizikovym fak-
torem, ktery sledujeme (napf. vy$si hladina cholesterolu je
spojena s E4 alelou genu pro APOE ¢&i varianty v genu pro
APOAS5 jsou spojeny s vysSi hladinou triglyceridd), ale jiz
ne s néjakym jinym faktorem, ktery by mohl vztah k one-
mocnéni néjak ovlivnit, zmast (confound). Na tuto skutec-
nost je nutné brat obzvlastni zfetel - fada gend je pro MR
nevhodnd. Dobrym pfikladem nevhodného genu je gen pro
FTO fat mass and obesity associated gen [9], jehoZ varianty
nezdvisle na sobé ovliviuji BMI, diabetes mellitus 2. typu,
kardiovaskulédrni onemocnéni ¢i rendini selhani, to v§e pfi
soucasném ovlivnéni energetického pfijmu &i bazalniho
metabolizmu. Jakykoli gen, vykazujici takovéto pleiotropni
vlivy, je pro MR nevhodny a jeho pouziti by mohlo vést k fa-
le$né negativnim/pozitivnim vysledkim.

Predpokladem MR pak je, Ze pokud je zvy$end hodnota RF
podminéna genetickou variantou - existenci rizikové a pro-
tektivni alely, musi se rizikové alela vyskytovat ¢astéji u ne-
mocnych nez u zdravych kontrol. Tim je potvrzena kauza-
lita daného rizikového faktoru [10-13]. Pokud je geneticka
varianta spojena s RF, ale neni Castéji nalezena mezi ne-
mocnymi, pak neni kauzalita prokdzéna (schéma). Podobné
opacné - pokud je urcitd varianta ¢astéj$i mezi pacienty
a neni spojena s analyzovanym R, je mechanizmus G¢inku
jiny neZ prostfednictvim navrZeného a analyzovaného fak-
toru, nebo se dokonce muZe jednat o tzv. reverse causality
[14] tedy stav, v némZ naopak onemocnéni zvySuje hladinu
analyzovaného faktoru.

Piiklady pouziti mendelovské randomizace
v oblasti kardiovaskularnich onemocnéni
Priklady jsou uveden v tab. nas. 178.

Triglyceridy a KVO
Hladiny plazmatickych hladin triglyceridd (TG) jako RF KVO
byly dlouhou domu prehlizeny. Pomoci MR bylo jednoznaéné

Schéma | ZjednoduSené schéma principu mendelovské randomizace.
Kauzalita plati v pfipadé& A - tedy pokud vybranda geneticka varianta je spojena s hodnotami rizikového faktoru

a pokud je zéroven vyskyt alely spojené s vy$Si hodnotou rizikového faktoru ¢astéjsi mezi pacienty nez mezi
zdravymi kontrolami. V pfipadé B - neni MR trojdhelnik uzavien. Plati sice vztah ,genetickd varianta-rizikovy
faktor”, ale rizikova alela neni spojena s vyskytem onemocnéni.
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prokézano, ze TG jsou kauzéalnim RF KVO. Jako instrument
zde byla pouZzita varianta v genu pro apolipoprotein A5 [15]
a autofi studie shroméazdili data od vice nez 400 000 jedincl
[16]. Minoritni alela méla vysoce vyznamny vliv na plazma-
tické TG (0 0,25 mmol/I) i na zvy3eni rizika KVO (o 18 %); toto
zvySeni nebylo vysvétlitelné malymi zménami (asi 3 % HDL-
-cholesterolu nebo APOB) dalSich potenciélnich RF KVO.

HDL-cholesterol a KVO

Otéazka kauzality HDL-cholesterolu (HDL-C) koncentraci v KVO
Uzce navazuje na vySe zminénou otazku rizikovosti koncentraci
TG - mezi obéma parametry je zndma inverzni korelace, tedy je-

byly pouZity varianty v CETP [17] (nevelké studie zahrnujici pfi-
blizné 50 000 analyzovanych subjektd). PrestoZe tyto varianty
vyrazné ovlivnily hodnotu HDL-C, oekévany vztah k riziku KVO
prokdzan nebyl. Identicky vysledek ziskala i dénské studie
zahrnujici 60 000 jedincd, ktera vyuZila k vyvraceni kauza-
lity varianty v genu pro lecitin-cholesterol acyltransferézu [18].

Alkoholické népoje a riziko KVO

Konzumace alkoholickych népojti je nékterymilékari doporu-
¢ovana jako faktor chrénici proti rozvoji KVO [19], nicméné
nazory na tento vztah nejsou jednotné. Pro potvrzeni (ne)
kauzélniho vztahu byla vybréna funkéni varianta (jednotlivé
alely radové méni aktivitu enzymu) v genu pro alkohol dehyd-
rogendzu (ADH1B). Ta hraje kli¢ovou roli v odbouravani alko-
holu (metabolizuje etanol na acetaldehyd) a je nejsilngjsim
znédmym determinantem konzumace alkoholu. Studie [20]
pouZila data z vice nez 55 epidemiologickych studii, zahrnu-
jici vice nez 260 000 Evropand, z toho priblizné 30 000 s KVO
(10 000 s mozkovou prihodou). Vysledky studie ale prekvapivé
ukézaly na opacny vztah. Nositelé alespori jedné alely spojené
s nizsi konzumaci alkoholu méli nejen niz8i hodnoty nékterych
rizikovych faktorli KVO (predevsim krevniho tlaku a BMI), ale
i 0 10 % nizsi riziko KVO, a to ve vSech kategoriich vytvorenych
dle pfijmu alkoholu. Studie tak byla uzaviena se zavérem, Ze
bez ohledu na mnozstvi konzumovanych alkoholickych népojd
by redukce jeho pfijmu sniZovala riziko KVO.

faktor gen

triglyceridy APOAS5

HDL-cholesterol CETPR, LCAT

C-reaktivni protein CRP

prijem ethanolu ADH1B

omega-6 NMK HL, ZPR1, ...

statiny HMGCoAr, LDL-receptor, PCSK9,

NPCI1L1, ABCG5/G8

PFijem omega-6 nenasycenych mastnych kyselin

a KVO

Pravidelna konzumace nenasycenych mastnych kyselin (MK)
je doporucovéna jako prevence vyskytu KVO [21]. Pro ana-
lyzu kauzality [22] mezi pf{jmem omega-6 MK byl poZit panel
témér 10 polymorfizmd, mimo jiné napt. v jaterni lipaze ¢i
ZPR1 transportéru. S vyuzitim dat shromazdénych z nékolika
konsorcii (celkem na pfiblizné 300 000 jedincich) se poda-
fila protektivni kauzalita prokéazat - stejné tak jeji mechaniz-
mus, a to konkrétné pozitivnim vlivem na hladiny triglyceridd
a celkového a LDL- cholesterolu. Naopak, vliv omega-6 na
HDL-C byl nulovy - coZ je dalSim potvrzenim toho, Ze HDL-C
je pouhym markerem KVO (viz vyse).

CRP a riziko KVO

C-reaktivni protein (CRP) jako nespecificky marker infekce
a zanétu byl dlouho povaZovén za rizikovy faktor KVO [23].
Pro mendelovskou randomizaéni studii autofi shromazdili
data od témér 195 000 jedincl [24], vEetné asi 45 000 ne-
mocnych; u vSech byly znédmy koncentrace CRP a 4 gene-
tické varianty v genu pro CRP. VSechny tyto varianty byly
samostatné a vyznamné spojeny s koncentracemi CRP, ale
s zadnym tradiénim rizikovym faktorem KVO. Ani jednotlivé
genetické varianty, ani analyza jejich kumulativniho vlivu
neprokazaly byt miniméalni spojitost se zvySenim rizika KVO
- coz bylo v pfimém rozporu se vztahem plazmatické kon-
centrace CRP, u niZ byl pozorovan vyznamné vyssi vyskyt
onemocnéni v kazdé dalSi podskupiné s rostouci koncent-
raci CRP. Prokézalo se tak, Ze CRP neni kauzéalnim RF KVO,
ale spiSe Ze jeho zvySend koncentrace je nésledkem zanét-
livych procest probihajicich v cévni sténé a vedoucich po-
sléze ke KVO [25].

Statiny a sniZovani cholesterolu jako potencialni
faktor zvySujici rozvoj DM2T

Mezi nezadoucimi Gcinky léCby statiny je diskutovano i po-
tenciélni zvySeni rizik vyskytu onemocnéni diabetes mellitus
2. typu (DM2T) [26]. Dle oekéavani, i tento vztah byl analyzo-
véan pomoci mendelovské randomizace [27]. Autofi shroméz-

dili data od témér ¢tvrt milionu jedincl a jako ,,proxy*“ pouZili
variantu v genu pro HMGCoA reduktézu (enzym, jehoZ ak-

parametr kauzalita

zvysené riziko KVO ano, prokazéna
zvysené riziko KVO ne, neprokézéna
zvySené riziko KVO ne, neprokazana
snizené riziko KVO ano, ale inverzni vztah

snizené riziko KVO ano, prokézéna

zvysené riziko DM2T ano, prokézéna

ABCG5/G8 - ATP transportéry G5/G8b APO - apolipoprotein ADH1B - alkohol dehydrogenéza CETP - cholesterol ester transferovy protein HL - jaterni
lipaza LCAT - lecitin-cholesterolacyltransferdza NPC1L1 - ,,Niemann-Pick C1-Like 1“ ZPR1 - ,zyxin related protein®
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tivita je statiny blokovéna). Zjistili, Ze zvySené riziko vzniku
DM2T je alespon castecné zplsobeno sniZzenou aktivitou
HMGCoA reduktazy, tedy stejnym mechanizmem, ktery vy-
uZiva lécba statiny.

Gend, jejich varianty Ize poZzit jako ,proxy“ pro analyzu
kauzality mezi snizovanim cholesterolu a zvySenym rizikem
DM2T, je nékolik a k MR byly pouZity i varianty v PCSK9 (pro-
tein fidici degradaci LDL-receptoru), NPC1L1 (inhibitor vstie-
bavani cholesterolu ve stfevé), LDL-receptoru, ABCG5/G8
transportérl steroll [28]. | tyto studie prokézaly, Ze gene-
ticky podminéné niz&i hladiny cholesterolu vedou ke zvySe-
nému riziku rozvoje DM2T. Preskripce 1éCby statiny by tedy
méla byt peclivé zvazovéna predevsim u jedincl se zvySe-
nym rizikem rozvoje DM2T, u kterych ale riziko KVO neni
vysoké, tak, aby rizika rozvoje ,civilizaénich“ onemocnéni
byla komplexné minimalizovéna.

Mendelovské randomizace a ostatni
onemocnéni

Mendelovské randomizace nasly fadu uplatnénii v medicin-
skych oblastech mimo kardiovaskuldrni onemocnéni. Bylo
tak napt. poukdzéno na kauzalni vztah mezi nizkymi hladi-
nami vitaminu D a zvySenym rizikem DM2T u obéznich je-
dincl [29], ale nikoli mezi nizkymi hladinami vitaminu D
a zvySenym rizikem nddorovych onemocnéni [30]. Podobné
mUZe byt zvySend hladina glykemie pri¢inou demence [31]
podobné, jako je jim i koufeni [32], které kauzalné zvySuje
i riziko schizofrenie [32].

Zavér

Mendelovské randomizace jsou velice uZitenym nastrojem
umoziujicim rozli§it kauzalni vztahy mezi biochemickymi
nebo antropometrickymi parametry a rizikem rozvoje one-
mocnéni. Jejich potencial by mél byt vyuzivan predevsim ve
farmakoterapii - pouze Ié¢ba kauzalnich rizikovych faktor(
je smysluplna.

Autor je podporovén projektem MZ CR - RVO (, Institut klinické
a experimentéini mediciny - IKEM, IC 00023001%) a grantem
programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢.
NV18-01-00046. Veskera prava podle predpisi na ochranu
duSevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.
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