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Úvod

Žlučové kyseliny (ŽK) vznikají z cholesterolu v he-
patocytech, odkud jsou po konjugaci s taurinem či gly-
cinem secernovány do žluče. Žlučovými cestami se
dostávají do duodena, kde mají za úkol emulgovat tuky
z potravy. Jako biologicky cenné látky jsou ŽK z velké
části vstřebávány zpět do cirkulace. Vstřebávání se
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SOUHRN
Cíl studie: Cílem předkládané studie bylo posoudit vliv běžných polymorfismů v promotoru genu pro cholesterol
7α-monooxygenasu na poměr sérového 7α-hydroxy-4-cholesten-3-onu (cholestenu) a cholesterolu jako ukazatele
stupně malabsorpce žlučových kyselin.
Název a sídlo pracoviště: Ústav klinické biochemie a laboratorní diagnostiky 1. LF UK a VFN, Praha; IV. interní klinika
1. LF UK a VFN, Praha; Centrum experimentální medicíny, IKEM, Praha.
Materiál a metody: Sérové koncentrace cholestenu byly stanoveny pomocí HPLC v souboru pacientů s Crohnovou
chorobou (CD) po resekci terminálního ilea (n = 77), se zánětlivým postižením terminálního ilea (n = 16) a s postižením
lokalizovaným pouze v oblasti tlustého střeva (n = 22). Do studie byli zahrnuti též pacienti s ulcerózní kolitidou (n = 25)
a zdraví jedinci (n = 39). Dva běžné polymorfismy v genu CYP7A1 kódujícím cholesterol 7α-monooxygenasu (-203A/C,
-469C/C) byly detekovány pomocí PCR-RFLP.
Výsledky: Při značné malabsorpci žlučových kyselin u nemocných po resekci ilea se poměr sérového cholestenu ku
cholesterolu lišil mezi pacienty s haplotypem -203CC/-469TT a -203AA/-469CC (medián 13,3 µg/mmol vs 31,3 µg/mmol,
p < 0,01). U zdravých kontrol a u nemocných bez malabsorpce či jen s nízkým stupněm malabsorpce žlučových kyselin
nebyly rozdíly v závislosti na haplotypu statisticky významné (výsledky uváděny jako medián µg/mmol): zdravé kontroly
2,4 vs 2,6; ulcerózní kolitida 3,2 vs 3,6; Crohnova kolitida 1,3 vs 3,5 a Crohnova ileitida 3,8 vs 12,8.
Závěr: Poměr sérového cholestenu k cholesterolu je významně ovlivněn haplotypem promotoru genu CYP7A1 pouze
u pacientů s těžkou malabsorpcí žlučových kyselin.
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SUMMARY
Leníček M., Lukáš M., Budišová L., Jirsa M., Kovář J., Donoval R., Bortlík M., Vítek L.: Estimation of bile acid
malabsorption and the influence of CYP7A1 gene promoter polymorphisms
Objective: The aim of our study was to assess the influence of common promoter polymorphisms in CYP7A1 gene on
the ratio of serum 7α-hydroxy-4-cholesten-3-one (cholesten) to cholesterol used for quantification of bile acid
malabsorption.
Settings: Institute of Clinical Biochemistry and Laboratory Diagnostics, 1st Medical Faculty of the Charles University
and General Faculty Hospital; IV. Department of Internal Medicine, General Faculty Hospital, Prague; Center of
Experimental Medicine, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague.
Material and Methods: Serum levels of cholesten, a novel marker of bile acid malabsorption, were determined by HPLC
in a group of Crohn’s disease (CD) patients with ileal resection (N = 77), inflammation (N = 16), colonic involvement
(N = 22), ulcerative colitis (UC) patients (N = 25) and healthy controls (N = 39). Two common polymorphisms in the
promoter of CYP7A1 gene encoding cholesterol 7α-monooxygenase, i. e. -203A/C and -469C/T, were analyzed by
PCR-RFLP.
Results: Serum levels of cholesten corrected to serum cholesterol differed markedly between patients with severe bile
acid malabsorption carrying haplotype 203CC/-469TT and -203AA/-469CC (median 13.3 µg/mmol vs. 31.3 µg/mmol,
P < 0.01); no significant differences were detected in healthy controls and patients with no or a mild degree of bile acid
malabsorption (results expressed as median µg/mmol): healthy controls 2.4 vs. 2.6; ulcerative colitis 3.2 vs. 3.6; Crohn’s
colitis 1.3 vs. 3.5 and Crohn’s ileitis 3.8 vs. 12.8.
Conclusion: Serum cholesten to cholesterol ratio is influenced by promoter polymorphisms in CYP7A1 gene only in
patients with severe bile acid malabsorption.
Key words: bile acid malabsorption, cholesten, CYP7A1, polymorphism.

děje buď pasivním transportem (tak jsou vstřebávány
konjugované ŽK z tenkého a nekonjugované ŽK
z tlustého střeva), nebo účinnějším aktivním transpor-
tem. Aktivně jsou vstřebávány konjugované ŽK
v terminálním ileu prostřednictvím ileálního transporté-
ru ŽK IBAT (synonyma ASBT, SLC10A2) [1].

Je-li nějakým způsobem vyřazena funkce IBAT (re-
sekce či bypass terminálního ilea, postiradiační, toxic-
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Cílem naší studie bylo zjistit, zda přítomnost těchto
polymorfismů ovlivňuje koncentraci cholestenu a tím
i přesnost určení stupně malabsorpce ŽK.

Metody

Pacienti: Do studie bylo zařazeno celkem 151 paci-
entů s CD, 24 pacientů s ulcerózní kolitidou (UC) a 61
zdravých jedinců. Pacienti byli vybráni z databáze Gast-
roenterologického centra IV. interní kliniky 1. LF UK
a VFN v Praze. Jednalo se o nemocné s verifikovanou
diagnózou CD a UC. Studie byla provedena podle pra-
videl schválených Etickou komisí Všeobecné fakultní
nemocnice v Praze.

Stanovení sérových hladin cholestenu: Stanovení
koncentrace cholestenu bylo provedeno podle Galma-
na et al. [17]. Směs 900 µl séra, 40 ng vnitřního stan-
dardu (7β-hydroxy-4-cholesten-3-on, Steraloids, Inc.,
USA) a 2 ml fyziologického roztoku byla sonikována
po dobu 15 minut a poté inkubována 15 minut při
37 °C. Následovala extrakce na kolonce STRATA SPE
C8 (Phenomenex, USA) při 64 °C, promytí 65% meta-
nolem při laboratorní teplotě a eluce směsí hexan
: chloroform (95 : 5). Po odpaření rozpouštědel při
60 °C proudem dusíku byly vzorky rozpuštěny ve
400 µl ace- tonitrilu. 150 µl vzorku bylo naneseno na
HPLC (kolona SGX C18, 4 x 250 mm, velikost částic
4 µm, Tessek) s mobilní fází acetonitril : voda (95 : 5,1
ml/min). Detekce cholestenu byla provedena při
241 nm s referenční vlnovou délkou 360 nm. Koncen-
trace cholestenu byla vypočtena z plochy pod křiv-
kou po vztažení na vnitřní standard. Jelikož o aktivitě
cholesterol 7α-monooxygenasy (a tím i o malabsorpci
ŽK) vypovídá lépe poměr cholesten/cholesterol [21],
byla malabsorpce ŽK kvantifikována tímto poměrem,
vyjádřeným v µg/mmol.

Genotypizace: Určení haplotypu v lokusech -203A/C
a -469C/T promotoru genu CYP7A1 bylo provedeno
metodou PCR-RFLP s použitím restrikčních enzymů
Eco31I a TaiI (Fermentas).

Statistická analýza: Vzhledem k distribuci dat, kte-
rá neodpovídá normálnímu rozdělení, jsou výsledky
uváděny jako medián a k jejich srovnání byl použit ne-
parametrický test (Mann-Whitney Rank Sum test). Roz-
díl byl považován za signifikantní, pokud byla hodnota
p < 0,05.

Výsledky

Stanovení poměru cholesten/cholesterol bylo pro-
vedeno u zdravých kontrol (n = 39), pacientů s ulcerózní
kolitidou (n = 25) a pacientů s CD (n = 115). Podle cha-
rakteru a rozsahu postižení byli pacienti s CD choro-
bou rozděleni do 3 skupin. První skupinu tvořili pacienti
s resekcí terminálního ilea (n = 77), druhou pacienti se
zánětlivým postižením terminálního ilea bez resekce
(n = 16). V poslední skupině byli pacienti s postižením
lokalizovaným výhradně v tlustém střevě (n = 22).
V rámci jednotlivých skupin, uvnitř kterých lze do jisté

ké či zánětlivé poškození ilea, případně vzácné muta-
ce IBAT), dochází ke značnému narušení enterohepa-
tální cirkulace ŽK. ŽK zůstávají ve střevě, kde jako
silné detergenty mohou poškozovat sliznici střeva,
způsobují průjmy a chelatují vápenaté ionty. Relativní
nedostatek vápenatých iontů ve střevě vede spolu se
solubilizačním účinkem malabsorbovaných ŽK ke zvý-
šenému vstřebávání bilirubinu a oxalátů [2, 3], které
mohou následně přispět ke vzniku žlučových a ledvin-
ných kamenů [4–8].

Pacienti s Crohnovou chorobou (CD) mají ve srov-
nání se zdravou populací asi 3krát vyšší výskyt chole-
litiázy [4, 9]. Navzdory původním představám o chole-
sterolovém původu konkrementů [10, 11] bylo proká-
záno, že se může jednat o kameny pigmentové, jejichž
základem je kalcium bilirubinát [3, 12]. Naše recentní
studie prokázala souvislost malabsorpce ŽK
s výskytem cholelitiázy u pacientů s CD a poukázala
na význam rutinního stanovení malabsorpce ŽK u všech
pacientů s CD [13].

Stupeň malabsorpce ŽK lze určit čtyřmi metodami.
Kvantitativní stanovení ŽK ve stolici není pro obtíže
spojené se zpracováním vzorku používáno. Metoda
využívající 75Se značený derivát kyseliny cholové (23-
-seleno-25-homotaurocholovou kyselinu = 75SeHCAT)
[14, 15], dodnes v některých zemích považovaná za
zlatý standard, u nás není povolena kvůli dlouhému
poločasu rozpadu 75Se. Zbylé dvě metody jsou založe-
ny na stanovení sérových či plazmatických koncentra-
cí meziproduktů syntézy ŽK (obr. 1), která se v důsledku
deplece ŽK při malabsorpci zvyšuje.

Fig. 1. Bile acid synthesis

The rate of bile acid synthesis depends on the activity of choleste-

rol 7β-monooxygenase, which can be determined by measuring

intermediate metabolite concentration.

Koncentraci mevalonátu a 7α-hydroxycholesterolu
lze stanovit pomocí GC-MS [16], koncentraci choles-
tenu pomocí HPLC [17]. Provedení HPLC analýzy je
jednodušší, levnější, dostupnější a její výsledky dob-
ře korelují s výsledky 75SeHCAT testu [18], proto do-
chází v současné době k postupnému rozšiřování této
metody.

V promotoru genu CYP7A1 kódujícím klíčový en-
zym syntetické dráhy ŽK cholesterol 7α-monooxyge-
nasu jsou popsány polymorfismy -203A/C a -469C/T,
které mohou ovlivňovat expresi tohoto enzymu [19, 20].
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míry očekávat obdobnou malabsorpci ŽK, byli vybráni
jedinci homozygotní ve sledovaných polymorfismech.
Vzhledem k tomu, že oba polymorfismy jsou ve vaz-
bě, vyskytují se jen 2 typy homozygotů -203AA/-469CC
(dále jen -203AA) a -203CC/-469TT (dále jen -203CC).
Homozygoti pro alelu -203A vykazují ve všech sledo-
vaných skupinách vyšší poměr cholesten/cholesterol
než homozygoti pro alelu -203C (medián: kontroly 2,6
vs 2,4; pacienti s ulcerózní kolitidou 3,6 vs 3,2;
s Crohnovou kolitidou 3,5 vs 1,3; s Crohnovou ileitidou
12,8 vs 3,8 a pacienti s resekcí terminálního ilea 31,3
vs 13,3 (p < 0.01) – obrázek 2. S výjimkou poslední
skupiny pacientů s Crohnovou chorobou po resekci ter-
minálního ilea jsou tyto rozdíly statisticky nevýznam-
né. Rozložení haplotypů v celém vyšetřovaném sou-
boru odpovídá Hardyho-Weinbergově rovnováze.

Fig. 2. Cholesterol 7α-monooxygenase activity and -203A/C poly-

morphism

Cholesterol 7α-monooxygenase activity (mirrored by 7α-hydro-

xy-4-cholesten-3-one to cholesterol ratio) is decreased in -203CC

homozygous patients (black boxes) compared to -203AA homo-

zygotes (hatched boxes). Number of patients in individual groups

is indicated. Data are expressed as 25%–75% (boxes) and min-

max (whiskers). HC = healthy controls, UC = ulcerative colitis,

CDC = Crohn’s disease colitis, CDI = Crohn’s disease ileitis, CDR

= Crohn’s disease resection.

Diskuse

Výsledky naší studie podporují předpoklad, že ha-
plotyp -203CC/-469TT snižuje expresi cholesterol
7α-monooxygenasy. Nižší aktivita tohoto enzymu vede
k nižšímu odbourávání cholesterolu i tvorby choleste-
nu, což vede ke snížení poměru cholesten/cholesterol.
Efekt „slabšího“ promotoru byl patrný pouze u pacientů
po resekci terminálního ilea, kteří mají závažnou mala-
bsorpci ŽK. Tento fakt vysvětluje značná funkční rezer-
va cholesterol 7α-monooxygenasy, která dokáže pří-
tomnost „slabšího“ promotoru kompenzovat. K vyčerpání
rezervy dochází teprve při těžké malabsorpci ŽK, kdy
je exprese cholesterol 7α-monooxygenasy maximálně
stimulována a limitujícím faktorem se stává maximální
aktivita promotoru závislá na jeho haplotypu.

Z naší studie vyplývá, že haplotyp promotoru genu
CYP7A1 významně ovlivňuje hodnotu poměru sérové-
ho cholestenu k cholesterolu pouze u nemocných
s těžkou malabsorpcí žlučových kyselin.
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Praktický rádce lékařů, lékárníků
a zdravotnických zařízení přináší ak-
tuální informace o systémových, fi-
nančních, právních, daňových a dalších
otázkách zdravotnictví. Důraz je kla-
den na vývoj legislativy v této oblasti,
řada problémů je řešena prakticky for-
mou otázek a odpovědí. Měsíčník se
zabývá i vztahy a vzájemným posta-
vením poskytovatelů zdravotní péče,
zdravotních pojišťoven, farmaceutic-
kých firem, státních institucí
a pacientů. Rozšíření časopisu od roku
2006 spočívá v zařazení sbírky rozhod-
nutí českých soudů ve věcech zdra-
votnických.

Určeno privátním lékařům, lékární-
kům a stomatologům, managementu
zdravotnických zařízení, zdravotním
pojišťovnám, státní správě a samo-
správě.




