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SOUHRN

Cil studie: Cilem predkladané studie bylo posoudit vliv béznych polymorfismd v promotoru genu pro cholesterol
7o-monooxygenasu na pomér sérového 7o-hydroxy-4-cholesten-3-onu (cholestenu) a cholesterolu jako ukazatele
stupné malabsorpce Zlucovych kyselin.

Nézev a sidlo pracovisté: Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN, Praha; IV. interni klinika
1. LF UK a VFN, Praha; Centrum experimentalni mediciny, IKEM, Praha.

Material a metody: Sérové koncentrace cholestenu byly stanoveny pomoci HPLC v souboru pacienti s Crohnovou
chorobou (CD) po resekci terminalniho ilea (n = 77), se zanétlivym postizenim terminainiho ilea (n = 16) a s postizenim
lokalizovanym pouze v oblasti tlustého stfeva (n = 22). Do studie byli zahrnuti téz pacienti s ulcerdzni kolitidou (n = 25)
a zdravi jedinci (n = 39). Dva bézné polymorfismy v genu CYP7A1 kodujicim cholesterol 7a-monooxygenasu (-203A/C,
-469C/C) byly detekovany pomoci PCR-RFLP.

Vysledky: Pfi zna¢né malabsorpci zluGovych kyselin u nemocnych po resekci ilea se pomér sérového cholestenu ku
cholesterolu lisil mezi pacienty s haplotypem -203CC/-469TT a -203AA/-469CC (median 13,3 pg/mmol vs 31,3 ug/mmol,
p < 0,01). U zdravych kontrol a u nemocnych bez malabsorpce €i jen s nizkym stupném malabsorpce zlu€ovych kyselin
nebyly rozdily v zavislosti na haplotypu statisticky vyznamné (vysledky uvadény jako median pg/mmol): zdravé kontroly
2,4 vs 2,6; ulcerdzni kolitida 3,2 vs 3,6; Crohnova kolitida 1,3 vs 3,5 a Crohnova ileitida 3,8 vs 12,8.

Zaver: Pomeér sérového cholestenu k cholesterolu je vyznamné ovlivnén haplotypem promotoru genu CYP7A1 pouze
u pacientl s téZkou malabsorpci Zlu¢ovych kyselin.
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SUMMARY

Lenicek M., Lukas M., Budisova L., Jirsa M., Kovar J., Donoval R., Bortlik M., Vitek 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 7o-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 7o-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 pg/mmol vs. 31.3 pg/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 pg/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.
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Uvod

Zludové kyseliny (ZK) vznikaji z cholesterolu v he-
patocytech, odkud jsou po konjugaci s taurinem ¢&i gly-
cinem secernovany do Zluce. ZluGovymi cestami se
dostavaji do duodena, kde maji za ukol emulgovat tuky
z potravy. Jako biologicky cenné latky jsou ZK z velké
Casti vstfebavany zpét do cirkulace. Vstfebavani se

déje bud pasivnim transportem (tak jsou vstfebavany
konjugované ZK z tenkého a nekonjugované ZK
z tlustého stfeva), nebo ucinnéjSim aktivnim transpor-
tem. Aktivné jsou vstfebavany konjugované ZK
v terminalnim ileu prostrednictvim ilealniho transporté-
ru ZK IBAT (synonyma ASBT, SLC10A2) [1].

Je-li néjakym zplsobem vyfazena funkce IBAT (re-
sekce Ci bypass terminalniho ilea, postiradia¢ni, toxic-



ke Ci zanétlivé poskozeni ilea, pfipadné vzacné muta-
ce IBAT), dochazi ke znaénému naruSeni enterohepa-
talni cirkulace ZK. ZK z(stavaji ve stfevé, kde jako
silné detergenty mohou poSkozovat sliznici stfeva,
zpUsobuji prdjmy a chelatuji vapenaté ionty. Relativni
nedostatek vapenatych iontli ve stfevé vede spolu se
solubilizagnim uginkem malabsorbovanych ZK ke zvy-
Senému vstiebavani bilirubinu a oxalata [2, 3], které
mohou nasledné pfispét ke vzniku zlu¢ovych a ledvin-
nych kamen( [4-8].

Pacienti s Crohnovou chorobou (CD) maji ve srov-
nani se zdravou populaci asi 3krat vyssi vyskyt chole-
litiazy [4, 9]. Navzdory plvodnim pfedstavam o chole-
sterolovém puvodu konkrement(l [10, 11] bylo proka-
zano, ze se mlze jednat o kameny pigmentové, jejichz
zakladem je kalcium bilirubinat [3, 12]. NaSe recentni
studie prokazala souvislost malabsorpce ZK
s vyskytem cholelitidzy u pacientd s CD a poukazala
na vyznam rutinniho stanoveni malabsorpce ZK u véech
pacientd s CD [13].

Stupen malabsorpce ZK Ize urdit &tyfmi metodami.
Kvantitativni stanoveni ZK ve stolici neni pro obtize
spojené se zpracovanim vzorku pouzivano. Metoda
vyuzivajici ?Se znaceny derivat kyseliny cholové (23-
-seleno-25-homotaurocholovou kyselinu = °SeHCAT)
[14, 15], dodnes v nékterych zemich povazovana za
zlaty standard, u nas neni povolena kvali dlouhému
polo¢asu rozpadu °*Se. Zbylé dvé metody jsou zaloze-
ny na stanoveni sérovych ¢i plazmatickych koncentra-
ci meziproduktil syntézy ZK (obr. 1), ktera se v diisledku
deplece ZK pfi malabsorpci zvysuje.
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Fig. 1. Bile acid synthesis

The rate of bile acid synthesis depends on the activity of choleste-
rol 7B-monooxygenase, which can be determined by measuring
intermediate metabolite concentration.

Koncentraci mevalonatu a 7a-hydroxycholesterolu
Ize stanovit pomoci GC-MS [16], koncentraci choles-
tenu pomoci HPLC [17]. Provedeni HPLC analyzy je
jednodussi, levngjsi, dostupnéjsi a jeji vysledky dob-
fe koreluji s vysledky "°SeHCAT testu [18], proto do-
chazi v sou¢asné dobé k postupnému rozsifovani této
metody.

V promotoru genu CYP7AT1 kddujicim kliCovy en-
zym syntetické drahy ZK cholesterol 7o-monooxyge-
nasu jsou popsany polymorfismy -203A/C a -469C/T,
které mohou ovliviiovat expresi tohoto enzymu [19, 20].

Cilem nasi studie bylo zjistit, zda pfitomnost téchto
polymorfism{ ovliviiuje koncentraci cholestenu a tim
i pfesnost ur€eni stupné malabsorpce ZK.

Metody

Pacienti: Do studie bylo zafazeno celkem 151 paci-
entll s CD, 24 pacient( s ulcerézni kolitidou (UC) a 61
zdravych jedincl. Pacienti byli vybrani z databaze Gast-
roenterologického centra IV. interni kliniky 1. LF UK
aVFN v Praze. Jednalo se o nemocné s verifikovanou
diagnézou CD a UC. Studie byla provedena podle pra-
videl schvalenych Etickou komisi VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze.

Stanoveni sérovych hladin cholestenu: Stanoveni
koncentrace cholestenu bylo provedeno podle Galma-
na et al. [17]. Smés 900 pl séra, 40 ng vnitfniho stan-
dardu (7p-hydroxy-4-cholesten-3-on, Steraloids, Inc.,
USA) a 2 ml fyziologického roztoku byla sonikovana
po dobu 15 minut a poté inkubovana 15 minut pfi
37 °C. Nasledovala extrakce na kolonce STRATA SPE
C8 (Phenomenex, USA) pfi 64 °C, promyti 65% meta-
nolem pfi laboratorni teploté a eluce smési hexan
: chloroform (95 : 5). Po odpareni rozpoustédel pfi
60 °C proudem dusiku byly vzorky rozpustény ve
400 pl ace- tonitrilu. 150 pl vzorku bylo naneseno na
HPLC (kolona SGX C18, 4 x 250 mm, velikost ¢astic
4 ym, Tessek) s mobilni fazi acetonitril : voda (95 : 5,1
ml/min). Detekce cholestenu byla provedena pfi
241 nm s referenéni vinovou délkou 360 nm. Koncen-
trace cholestenu byla vypoctena z plochy pod kfiv-
kou po vztazeni na vnitini standard. Jelikoz o aktivité
cholesterol 7o-monooxygenasy (a tim i o malabsorpci
ZK) vypovidéa Iépe pomér cholesten/cholesterol [21],
byla malabsorpce ZK kvantifikovéna timto pomérem,
vyjadfenym v pg/mmol.

Genotypizace: UrCeni haplotypu v lokusech -203A/C
a -469C/T promotoru genu CYP7AT bylo provedeno
metodou PCR-RFLP s pouzitim restrikénich enzymu
Eco31l a Tail (Fermentas).

Statistickd analyza: Vzhledem k distribuci dat, kte-
ra neodpovida normalnimu rozdéleni, jsou vysledky
uvadény jako median a k jejich srovnani byl pouzit ne-
parametricky test (Mann-Whitney Rank Sum test). Roz-
dil byl povazovan za signifikantni, pokud byla hodnota
p < 0,05.

Vysledky

Stanoveni poméru cholesten/cholesterol bylo pro-
vedeno u zdravych kontrol (n = 39), pacientl s ulcerézni
kolitidou (n = 25) a pacientt s CD (n = 115). Podle cha-
rakteru a rozsahu postizeni byli pacienti s CD choro-
bou rozdéleni do 3 skupin. Prvni skupinu tvofili pacienti
s resekci termindlniho ilea (n = 77), druhou pacienti se
zanétlivym postizenim terminalniho ilea bez resekce
(n = 16). V posledni skupiné byli pacienti s postizenim
lokalizovanym vyhradné v tlustém stfevé (n = 22).
V ramci jednotlivych skupin, uvnitf kterych Ize do jisté
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miry o&ekévat obdobnou malabsorpci ZK, byli vybrani
jedinci homozygotni ve sledovanych polymorfismech.
Vzhledem k tomu, Ze oba polymorfismy jsou ve vaz-
bé, vyskytuji se jen 2 typy homozygott -203AA/-469CC
(dale jen -203AA) a -203CC/-469TT (dale jen -203CC).
Homozygoti pro alelu -203A vykazuji ve vSech sledo-
vanych skupinach vy$Si pomér cholesten/cholesterol
nez homozygoti pro alelu -203C (median: kontroly 2,6
vs 2,4; pacienti s ulcerézni 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 resekci terminalniho ilea 31,3
vs 13,3 (p < 0.01) — obrazek 2. S vyjimkou posledni
skupiny pacientd s Crohnovou chorobou po resekci ter-
minalniho ilea jsou tyto rozdily statisticky nevyznam-
né. Rozlozeni haplotypu v celém vySetfovaném sou-
boru odpovida Hardyho-Weinbergove rovnovaze.
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Fig. 2. Cholesterol 7o-monooxygenase activity and -203A/C poly-
morphism

Cholesterol 7a-monooxygenase activity (mirrored by 7ca-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

Vysledky nasi studie podporuji pfedpoklad, ze ha-
plotyp -203CC/-469TT snizuje expresi cholesterol
7a-monooxygenasy. Niz§i aktivita tohoto enzymu vede
k niz§imu odbouravani cholesterolu i tvorby choleste-
nu, coz vede ke snizeni poméru cholesten/cholesterol.
Efekt ,slabsiho” promotoru byl patrny pouze u pacientt
po resekci terminalniho ilea, ktefi maji zavaznou mala-
bsorpci ZK. Tento fakt vysvétluje znagna funkéni rezer-
va cholesterol 7o-monooxygenasy, ktera dokaze pfi-
tomnost ,slabSiho” promotoru kompenzovat. K vyCerpani
rezervy dochazi teprve pfi tézké malabsorpci ZK, kdy
je exprese cholesterol 7o-monooxygenasy maximalne
stimulovana a limitujicim faktorem se stava maximalni
aktivita promotoru zavisla na jeho haplotypu.

Z nasi studie vyplyva, ze haplotyp promotoru genu
CYP7A1vyznamné ovliviiuje hodnotu poméru sérove-
ho cholestenu k cholesterolu pouze u nemocnych
s tézkou malabsorpci zluCovych kyselin.
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