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Abstrakt

Uvod: Diplomova prace se tyka kalcio-fosfatového metabolismu, zabyva se kalcium
sensitivnim receptorem (CaSR) a jeho roli pii rozvoji diabetu a jeho chronickych komplikaci.
CaSR je vedle svych typickych cilovych tkdni exprimovén také na beta buitkach

v Langerhansovych ostrivcich pankreatu a pravdépodobné ovlivituje inzulinovou sekreci.
CaSR by se mohl déle podilet na intrabunécné signalizaci a metabolickych pochodech, které
vedou k proliferaci extracelularni matrix a k poc¢atku diabetické nefropatie. Byly zkoumany 2
SNP genu CaSR, v intronu 4 (rs13931899) a kodonu 990 (rs1042636).

Material a Metody: Do studie bylo zatazeno 147 diabetickych pacientli bez komplikaci (41
s diabetem 1.typu a 106 s diabetem 2.typu), 110 diabetiki 2. typu s diabetickou nefropatii
(DN) a 56 diabetikli 2. typu s nediabetickym rendlnim onemocnénim (NDRD). Dale bylo
vySetieno 72 nediabetickych pacientl s chronickym rendlnim selhdnim (CKD) a 96 zdravych
kontrol (ZK). DNA byla izolovana QIAamp DNA Blood Mini Kitu a vysolovaci metodou.
Pomoci PCR byly amplifikovany specifické fragmenty genu CaSR. Pro detekci byl pouzit
polymorfismus délky restrikénich fragmentti a TagMan sondy. Pro ur€eni hladiny exprese
mRNA byla pouzita metoda real-time PCR.

Vysledky: U polymorfismu ,.kodonu 990* jsme zjistili pouze hrani¢ni statistickou
vyznamnost ve frekvenci genotypu pii porovnani diabetikl 2.typu se zdravymi kontrolami
(P=0,0408). U polymorfismu ,,intronu 4* jsme nasli statisticky vyznamné rozdily, pfi
porovnani se zdravymi jedinci, ve frekvenci genotypii u diabetikt 1.typu (P=0,0002),
diabetik 2.typu (P=0,0006), diabetikit s NDRD (P=0,0001) a pacienti s CKD (P=0,0006).
Dale jsme pozorovali statisticky vyznamny rozdil pfi porovnani diabetikii s DN a pacientil s
CKD (P=0,0275). Ve frekvenci alel obou polymorfismil jsme nedetekovali Zadnou statisticky
vyznamnou odliSnost. Vzhledem k malému poctu analyzovanych jedinct jsme nepozorovali
statistickou vyznamnost pfi srovnani hladin genové exprese.

Zavér: Gen pro CaSR by mohl hrat roli v etiopatogenezi diabetu i jeho ledvinovych
komplikaci, nebot’ polymorfismus intronu 4 se jevi jako rizikovy faktor pro vznik diabetu 1. a

2. typu a poskozeni ledvin.

Kli¢ova slova: diabetes mellitus, kalcium senzitivni receptor, polymorfismus, kalcio-

fostatovy metabolismus



Abstract

Introduction: This thesis deals with the calcium-phosphate metabolism, analyzes the calcium
sensing receptor (CaSR) and its role in the development of diabetes and its chronic
complications. Beside its typical target tissues, the CaSR is also expressed on the beta cells

in Langerhans islets of pancreas, and probably influences insulin secretion. CaSR may play a
role in intracellular signaling and metabolic pathways that lead to proliferation of extracellular
matrix and to initiation of diabetic nephropathy. We investigated 2 SNPs of the CaSR gene, in
intron 4 (rs13931899) and codon 990 (rs1042636).

Material and Methods: The study included 147 diabetic patients without complications (41
with type 1 diabetes and 106 with type 2 diabetes), 110 type 2 diabetics with diabetic
nephropathy (DN) and 56 type 2 diabetics with non-diabetic renal disease (NDRD). It was
also examined 72 non-diabetic patients with chronic renal failure (CKD) and 96 healthy
controls (ZK). DNA was isolated by QIAamp DNA Blood Mini Kit and salting method. The
specific fragments of the CaSR gene were amplified by PCR. For detection, restriction
fragment length polymorphism and TagMan probes were used. The expression levels of
mRNA were determined by real-time PCR.

Results: For the codon 990 polymorphism, we found only a small statistical significance of
the genotype frequencies in comparison of type 2 diabetics with healthy controls (P=0.0408).
For the intron 4 polymorphism, we found statistically significant differences, with comparison
of healthy individuals, in the genotype frequencies in type 1 diabetics (P=0.0002), type 2
diabetics (P=0.0006), diabetics with NDRD (P=0.0001) and patients with CKD (P=0.0006).
We also observed a statistically significant difference in comparison between diabetics with
DN and patients with CKD (P=0.0275). We did not detect any statistically significant
difference in the allele frequencies of both polymorphisms. Due to small number of analyzed
individuals, we did not observe statistical significances in comparison of gene expression
levels.

Conclusion: The CaSR gene could play a role in the etiopatogenesis of diabetes and its
kidney complications, since the polymorphism of intron 4 appears a risk factor for

development of type 1 and 2 diabetes and kidney damage.

Keywords: diabetes mellitus, calcium-sensing receptor, polymorphism, calcium-phosphate

metabolism
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1.UVOD

Diabetes mellitus patfi mezi chronickd onemocnéni, kterd po letech trvani vedou
abnormality se vyskytuji v pojivu. Diabetickd mikroangiopatie, reprezentovana retinopatii,
nefropatii ¢i neuropatii, a dale makroangiopatie zahrnujici ischemickou chorobu srdec¢ni,
ischemickou chorobu dolnich koncetin a cévni mozkové piihody, jsou hlavnimi pfi¢inami
zvySené morbidity a mortality diabetiki v porovnani s nediabetickou populaci. Patologicky
proces v cévni sténé, podobné jako v kloubnim vazivu, Slach ¢i kaze, je disledkem
dlouhodobého pisobeni zménéného metabolizmu pii diabetu, z cehoZz vyplyva, ze uvedené
komplikace jsou spiSe pozdnimi projevy nemoci, nez komplikacemi v pravém slova smyslu
(Pelikdnova T. et al. 2010).

Asi polovina nemocnych s diabetem 2. typu ma urcity stupenn funkéniho postiZzeni
ledvin. Onemocnéni ledvin zvysuje riziko kardiovaskularnich komplikaci a postupné progrese
renalni insuficience. V roce 2010 bylo diabetické onemocnéni ledvin v Ceské republice
pfitomno u vice nez 86 tisic nemocnych s diabetem, z nichz bylo 34 % jiz v riznych fazich
chronické renalni insuficience. Tito nemocni tvofili 41 % pacientd zatazenych v CR do

pravidelného hemodialyza¢niho programu (Pelikdnova 2011).

1.1. Diabetes mellitus a ledvinové komplikace

Hladina glukozy patii k t€m biochemickym parametrim, které jsou velmi citlivé a
piesné regulovany. Extrémni odchylky v obou smeérech totiz predstavuji vazné ohrozeni
existence lidského organismu. Glukéza je z metabolického hlediska nejsnaze dostupnym
zdrojem energie. Za normalnich okolnosti kolisa glykémie mezi 4 a 5,5 mmol/l, po poziti
vétsiho mnozstvi sacharid mize byt pfechodné vyssi. Regulace glykémie je v rozhodujici
mife zajiStovana endokrinnimi mechanismy. Glykémii snizuje prakticky pouze inzulin, ke
zvySovani hladiny krevniho cukru je k dispozici fada hormoni, které se oznacuji jako
kontrainzularni. Obvykle plisobi synergicky a jejich vzajemné ucinky se zesiluji. Inzulin je
specificky glykoprotein, ktery ma stéZejni ulohu v udrzovani homeostazy. Gen pro inzulin je
lokalizovan na kratkém raménku 11. chromozomu a jeho expresi vznika v 3 buiikach
Langerhansovych ostrivki inzulin. Prvnim krokem v syntéze inzulinu je tvorba

preproinzulinu v ribozomech. U¢inkem proteaz je v endoplasmatickém retikulu preproinzulin

pfeménovan na proinzulin, ktery je tvofen inzulinovymi fetézci A a B spojenymi spojovacim
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peptidem. Proinzulin je transportovan do sekre¢nich granul  bun¢k, kde je v Golgiho aparatu
rozStépen proteasami na C-peptid a inzulin. Inzulin mé& nizZ8i rozpustnost, proto precipituje
sionty zinku a je spolu C-peptidem a proinzulinem skladovan v sekre€nich granulech 3
bunék. Inzulin se uvoliiuje z bunck procesem exocytosy, pfi némz sekrecni granula
pfimknou k bun&&né membrang a pres ni se vyprazdni. Ke zvyseni koncentrace Ca*" v
buiice mize dojit bud’ prestupem extracelularniho kalcia uvolnénim voltaz-dependentnich ¢i
jinych Ca®" kanald, nebo vyprazdnénim intracelularniho poolu v endoplasmatickém retikulu.
Proces biosyntézy inzulinu trva piiblizné 30-120 minut. Podminkou pro nastartovani syntézy
inzulinu je vzestup ATP. Koncentrace glukdzy nutné ke stimulaci biosyntézy inzulinu jsou
vysSi nez hladiny potiebné k vyvolani sekrecni odpovédi. Ta je za fyziologickych podminek
zajisténa z pohotovostni zasoby inzulinu v granulech, které mohou byt pouzita v prvnich
tiiceti minutdch po piijmu potravy. Inzulin se vaZze na specificky inzulinovy receptor.
Nésleduje kaskada fosforylacné-defosforylacnich reakci, pifi niz je atakovana fada
intracelularnich proteinti, jejichz koneCnym cilem je napf. syntéza a aktivace enzymu
metabolickych drah, aktivace transportéra glukézy ¢i ovlivnéni nukledrnich transkripénich
faktorti (Pelikdnova 2010).

definovan jako stav chronicky zvySenou glykémii, kterd mtize byt spojena s klinickymi
syndromy (Zizeni, polyurie, pokles hmotnosti, poruchy védomi) popf. mize vést pii
nedostate¢né 1écbé k umrti. Pro diabetes je charakteristicky sklon ke vzniku dlouhodobych
komplikaci ledvinnych, oc¢nich, nervovych a sklon k rozvoji aterosklerosy srdce, dolnich
koncetin a mozku. Pfesna etiopatogeneticka charakteristika neni dosud mozZnd, sama definice
choroby je ryze popisna.

Chronické diabetické onemocnéni ledvin je provazeno obzvlast’ vysokou morbiditou a
mortalitou a pfezivani pacientll po dosaZeni stadia selhani ledvin je v prib¢hu 5 let nizsi nez
35% a je zhruba polovicni nez u osob bez diabetu. Nejsou-li mikro- a zejména
makrovaskularni komplikace diabetu v tomto stadiu jiz kontraindikaci, mize kvalitu 1 délku
zivota zasadné zménit spravné indikovand a vcas provedena transplantace ledviny. To plati
jak pro piijemce s diabetem 1., tak i 2. typu (Saudek 2011).

Diabetes se d¢€li na diabetes 1. typu (T1D), dfive oznaCovany jako inzulin-dependentni
(IDDM) a diabetes 2. typu (T2D), diive oznacovany jako inzulin-nondependentni (NIDDM).
Klasicky inzulin-dependentni diabetes je na 1é€bé inzulinu vitdlné zavisly a bez inzulinu je
tedy tento stav s Zivotem neslucitelny. Naproti tomu T2D miZe byt 1éCen inzulinem ke

zlepSeni kompenzace, ale bez inzulinu neni bezprostiedné vitdln€¢ ohroZen samotnym
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diabetem. T1D ma hladinu inzulinu nebo C peptidu vyrazné sniZenou nebo nulovou, T2D ma
inzulin a C peptid v krvi pfitomen, nékdy 1 ve vysSich hodnotach. U T1D se nachazi casto
znamky autoimunitniho postizeni B bunék. Z klinického hlediska vznikd T1D obvykle
v détstvi nebo v mladi a nebyva spojen s obezitou, T2D vznikd v dospélém véku a obezita je u
ného Casta.

Terminem LADA (Latent Autoimmune Diabetes of Adults) se oznacuje autoimunitni
diabetes, ¢ili T1D, manifestovany v dospélosti pozvolnym nastupem, kdy pacient zlistava bez
inzulinu minimalné 6 mésicl po stanoveni diagndzy. Jeho vyskyt se predpoklada asi u 10 %
dospélych diabetikii.

Monogenni formou diabetu je MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young), tj.
diabetes mellitus, ktery se fadi mezi metabolicky diabetes, Cili T2D, ale manifestuje se do 25.
roku Zivota. Je autozomalné¢ dominantné¢ dédi¢ny. DéElime ho na glukokindzovy diabetes
(MODY?2) a diabetes transkripnich faktort (MODY1l, MODY3, MODY4, MODYS5,
MODY6). Obecnym jmenovatelem diabetu transkripénich faktorti je geneticky defekt
nekterého transkripéniho faktoru B bunék pankreatickych ostravki, ktery ovliviiuje jeho vyvoj
a funkci. Funkce B bunék zacind selhavat v pozdnim détstvi, v adolescenci nebo v Casné
dospélosti. Nemoc se manifestuje perzistentni hyperglykémii, vétSinou bez ketoaciddzy.
Postupné dochazi k rychlé progresi zhorSovani funkce § buné€k a rozviji se diabetes mellitus
s nutnosti 16¢by inzulinem nebo peroralnimi antidiabetiky (PAD). Odhaduje se, ze v Ceské
republice nejméné 5000 pacientd trpi diabetem transkripcnich faktorti. MODY?2 ptedstavuje
poruchu enzymu glukokindzy, ktery je senzorem [ bun¢k pro glukézu. Pro onemocnéni je
typicka chronickd mirna hyperglykémie, kteréd trva od narozeni do smrti, s minimalni progresi
béhem zivota. U zen je v t€hotenstvi MODY?2 zodpovédny za 3 % piipadl gestacniho diabetu
mellitu. MODY2 se vyskytuje asi v 65 % vSech MODY. Porucha je vZdy asymptomaticka,
MODY?2 se diagnostikuje s ndhodné zjisténou hyperglykemii. Mezi détmi a dospivajicimi je
prevalence MODY?2 vice nez 50 %. MODY7 ptedstavuje mutaci v genu KLF11 (Kruppell-
like transcription factor 11). KLF11 patfi do rodiny transformacnich rastovych faktori (TGF),
které reguluji bunéény rist. Hraje vyznamnou roli v fizeni exprese inzulinového genu. Mutace
v genu pro karbonyl-ester lipazu (CEL) se oznacuje jako MODYS8. Tato porucha byla
prokazana u rodin s autozomalné¢ dominantné dédi¢nou formou diabetu spojenou s dysfunkei
exokrinniho pankreatu (Ellard et al. 2008).

Diabetes mellitus patfi do skupiny onemocnéni, na kterych se podileji jak vlivy
genetické, tak vlivy zevniho prostiedi. Etiopatogenetické mechanismy T1D a T2D se lisi (viz

tab. 1). U TID je o faktory, které ovlivituji autoimunitni d&je. Manifestaci ¢asto predchazi
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infekce nebo stres. Viry mohou meénit antigenni struktury bunék, takze se proti nim nastartuje
autoimunitni reakce. U T2D se za rizikové faktory obecné povaZzuje obezita a zména
zivotniho stereotypu, tzv. urbanizace. Ta zahrnuje jednak snizeni fyzické aktivity, jednak
zasadni zménu dietnich navykd, k niz patfi zvySend konzumace tukti, zejména nasycenych a
volnych cukri, nedostatek vldkniny a nadbyte¢ny energeticky piijem. Stoupa rovnéz vyskyt a
intenzita psychickych strest. (Starka et al. 1997). V Ceské republice doslo v poslednich 3-4
letech ke zpomaleni vzestupu incidence T1D u déti. Jesté pied 20-30 lety byl T1D povazovan
za onemocnéni mladych jedinct s typickou manifestaci pied 35. rokem veku. Dnes se vi, Ze

se autoimunitni diabetes miize manifestovat v jakémkoliv véku (Vaviinec 2008).

Tabulka 1: Rozdily v klinickém obraze diabetické nefropatie mezi T1D a T2D
(Boucek, Bartos, 2010)

T1D T2D
Vznik diabetu klinicky manifestni neurcity
Albuminurie jako projev nespolehliva, predev§im
incipientni nefropatie pravidelné pfitomna vaskulérni rizikovy faktor
Proteinurie jako projev Casta vzhledem k del§imu
manifestni nefropatie pozdni latentnimu pribéhu diabetu
Nefroticky syndrom relativné Casty méng Casty
Hypertenze pozdni, sekundérni ¢asna, Casto primarni (esencialni)

prakticky vzdy mén¢ Casta, kombinované o¢ni
Diabeticka retinopatie progredujici zmeny
Jiné pfi¢iny renalnich zmén | mén¢ Casté relativné Casté

hiife definovan, ¢asto

dobfe definovana, modifikovan aterosklerotickymi

Pribéh choroby progredujici komplikacemi

V soucasnosti je diabetes mellitus nejcastéjSi pricinou chronického selhani ledvin.
V roce 2008 bylo v Ceské republice postizeno diabetem 40 % hemodialyzovanych pacienti
(Rychlik 2009), u kterych byla zjisténa renalni osteopatie. Rendlni kostni postiZeni je u
Kostni nemoc je u diabetikli v hemodialyzacnim (HD) programu obvykle charakterizovana

nizkym kostnim obratem, jehoZ pfi¢inou je zejména narusend sekrece PTH (Inaba 2002) ¢i
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dysfunkce osteoblastli. Nizky PTH a nizky kostni obrat jsou hlavnimi rizikovymi faktory
obratlovych fraktur u HD pacientd viibec. Ubytek kostni hmoty byl prokazan u diabetikd 1.
typu jiz Casn¢ v prubéhu diabetické nefropatie ve stadiu mikroalbuminurie (MAU). MAU
jakozto marker poSkozeni endotelu kapilar a nésledného naruseni mineralizace byla
asociovana s niz§i BMD v oblasti kr¢ku femuru, vys$si hladinou hydroxyprolinu, ALP, KALP 1
v dal§i studii (Goliat 1998). S ohledem na riziko fraktur se ukazuje, Ze prevalence
vertebralnich fraktur je u starSich HD diabeticek 2. typu pfiblizné 3x vyssi nez u nediabeticek
bez ohledu na vek, délku HD 1é€by, hladiny PTH, kalcia a fosfatd. Hlavni pfic¢ina je
spatfovana v akumulaci mikrofraktur v disledku nizkého kostniho obratu. Dulezitou roli hraji
AGE, jejichz sérovd a tkanovd akumulace vramci CHSL, dialyzacni 1é¢by a diabetu
samotn¢ho se miize v dopadu na kostni matrix s¢itat (Makita et al. 1991). V uvedené studii
korelovaly nartstajici hladiny AGE s progresi diabetické nefropatie.

Diabetickd makroangiopatie je souhrnné oznaceni pro aterosklerotické projevy na
velkych (elastickych a muskuldrnich) tepnach diabetikii. Pfi¢inou jsou zmény prisvitu az
uzavéry tepen, knimz vedou tukoveé, vazivové a trombotické zmény medie a intimy.
Neexistuji zadné specifické morfologické zmény, které¢ by odliSily makroagiopatii u
nemocnych trpicich diabetem od aterosklerotickych zmén u nediabetickych pacienti. Rozdily
jsou pouze kvantitativni. Ateroskler6za u diabetickych pacientti se vyskytuje 4x Castéji, u Zzen
stejn¢ Casto jako u muzi. Makroagiopatie vznikd u mladsich jedinch a rychleji progreduje,
postizeni je difuznéjsi a tykd se i mensich cév. U T2D se uplatituje kumulace rizik podminéna
ptitomnosti metabolického syndromu, inzulinové rezistence a jejich projevl, jako je
hyperinzulinemie, hypertenze, dyslipidemie, subklinicky zanét, nahromadéni visceralniho
tuku, poruchy fibrinolyzy a vyss$i trombogenni potence. U pacienti s TID se vyskyt
aterosklerosy urychluje v souvislosti s dyslipoproteinemii a sekundarni hypertenzi pfi
pokrocilejsim stadiu diabetické nefropatie. Ateroskleréza se pak klinicky manifestuje jako
ischemicka choroba srdecni (ICHS), ischemicka choroba dolnich koncetin (ICHDK) a
ischemicka choroba nervového systému (ICHCNS) (Pelikanova 2010).

Diabetické polyneuropatie patii mezi organové komplikace diabetu a spolu s nefropatii
a retinopatii je nékdy zahrnovéana do tzv. diabetické triopatie. Je to porucha funkce perifernich
nervl, kterd se projevuje subjektivnimi nebo objektivnimi znamkami postizeni perifernich
nervil. NejvyznamnéjSim patogenetickym Cinitelem vzniku diabetické neuropatie je
hyperglykémie. Jde o vysledek kombinace vzajemné souvisejicich patogenetickych
mechanismi, které poskozuji nervova vlakna, a podporné bunécné elementy piimo nebo

prostiednictvim Uc¢inku na endotelie vasa nervorum zptisobujicich hypoxii nervu. Nachazime
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poskozeni axonu, myelinové pochvy, Schwannovych bungk, intersticia, perineuria a cév.
Soucasné probihaji oba procesy, tj axondlni degenerace a segmentilni demyelinizace
(Vondrova, Boucek 2010).

Pocet evidovanych diabetikii se stale zvySuje. Zatimco v roce 1975 bylo evidovéano
234 071 nemocnych, k 1. 1. 2009 se 1écilo celkem 773561 osob, ztoho T1D bylo 54 474
(7%), T2D bylo 708847 (91,6%). Ro¢né ptibyva dalsich n€kolik desitek tisic nemocnych a od
roku 1985 se pocet diabetikli zdvojnasobil. Statistika registruje také 50 619 osob s poruSenou
zdravotnimi problémy v podobé pozdnich komplikaci. Nejcastéjsi diabetickou komplikaci
byla diabetickd retinopatie, na druhém misté diabetickd nefropatie a treti misto patfilo
syndromu diabetické nohy. Incidence T1D ma sviij vrchol ve v€ku mezi 13 az 15 lety a
pohybuje se kolem 20ti ptipadti na 100 000 obyvatel. Ceska republika spolu s dalsimi staty
sttedni Evropy patii mezi staty s nejvy$§im mezirocnim narGstem incidence T1D u déti
mladSich 15ti let. Incidence ma trvale vzestupny trend s ro¢nim pfirastkem v praméru o 0,85
piipadu na 100 000 déti za rok (Barto§ 2010). T2D se vyskytuje v rizné ¢etnosti u vSech ras a
narodu. Niz8i prevalence je u Eskymaki, nevyssi u indianti kmene Pima v Arizoné. V Evropé
je nizka prevalence ve skandindvskych zemich, relativné vysoka v jizni Evropé.

Mortalita je u diabetiki vyS$S$i neZ u nediabetikl, ale pfesné udaje chybéji, nebot’
zejména u T2D jsou pfiiny smrti uvadény piedev§im pod diagndzou aterosklerotickych
komplikaci. U T1D je stfedni pfezivani po stanoveni diagnoézy 36 rokl a prumérny vék v dobé
smrti je 49 let. Po 20 letech trvani diabetu prevazuje jako pficina smrti diabeticka nefropatie,
u lidi nad 40 let umrti z kardiovaskularnich pticin (Pelikanova et al. 2010).

Vliv genetickych faktorti se zkoumal u jednovajecnych dvojcat. Konkordance ve
vyskytu diabetu je 50% u T1D a az 80% T2D. Castgji se také vyskyt diabetu vyskytoval u
blizkych pokrevnich ptibuznych diabetikti (Starka et al. 1997).

Ledvinové onemocnéni u diabetiku

Diabetickd nefropatie (DN) patii mezi mikrovaskularni komplikace diabetu mellitu.
Vznikd po dlouhodobé expozici patogennich faktorii. Je charakterizovdna proteinurii,
hypertenzi a postupnymi zhorSenim rendlnich funkci (viz tab. 2). Hlavnim klinickym
ptiznakem je mikroalbuminurie.

Proteinurie znamena ptitomnosti bilkoviny v moc¢i v mnozstvi presahujicim 150 mg/24
hodiny. Jako malou proteinurii oznacujeme takovou, pii které vyluCovani bilkoviny

nepiesahuje 1,5 g/24 hod. Stfedné velka proteinurie se pohybuje v rozmezi 1,5 — 3,5 g/24 hod.
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Proteinurii nad 3,5 g/24hod oznacujeme jako velkou. Pfi nékterych ledvinnych onemocnénich
(tzv. nefrotickém syndromu) proteinurie mize dosdhnout 10 -20 g/24 hod., ale i vysSich
hodnot. Pii selektivni proteinurii se vylucuje vyhradné albumin. Pti neselektivni proteinurii je
do moce vylu¢ovan nejen albumin, ale i dalsi typy globulinti, transferin, fibrinogen, vazebné
bilkoviny pro vitaminy, hormony apod. Albumin i zde tvoii vétSinou kolem 80 %.

V pocinajicich stadiich u diabetické hypertenzni nefropatie dochazi k malému
abnormalnimu zvySovani vyluCovani albuminu. Tento typ proteinurie se nazyva
mikroalbuminurie. U normdalniho dospé€lého ¢lovéka vylucovani albuminu nepievysuje 30
mg/24 hod. Pti mikroalbuminurii se vylu¢ovani albuminu pohybuje v rozmezi 30 -300 mg/24
hod (Teplan 2003).

Nejcasn€j$i znamkou je hypertrofie ledvin, kterd je spojena se vznikem diabetické
nefropatie, a kterd se riiznym pomérem podili na hemodynamickych a metabolickych
faktorech a zménach regulace riistu renalnich bunék.

Mezi hemodynamickeé faktory patfi: diabetickd hyperfiltrace a ndsledné zmény renalni
hemodynamiky. Na patogenezi zmén pojiva pii diabetu se podili zmény hemodynamiky,
neenzymova glykace, polyolové cesta, proteinkinasa C, hexozaminova signaliza¢ni cesta a
pusobeni reaktivnich forem kysliku. Odchylky v pritoku krve ledvinami jsou dasledkem
pusobeni lokalnich regulatori cévniho fokusu. Vazodilatatn¢ ptsobi oxid dusnaty (NO,
EDRF) ¢i prostanoidy (prostacyklin, PGI,), vazokonstrikéné ptisobi tromboxan, endotelin ¢i
angiotenzin II. Tonus cév je pak vysledkem rovnovahy obou systémil. V diabetické ledving
dochazi v glomerulu ke zvySené konstrikci vas efferens, a tim ke zvySeni intraglomerularniho

tlaku, nebot’ pfevazuje vazokonstrikéné pisobici systém.

Tabulka 2: Klinicka stadia diabetické nefropatie a obdobi jejich vzniku u T1D
(Boucek, Bartos 2010)

stadium trvani diabetu (roky)
incipientni nefropatie (mikroalbuminurie) 10-15
manifestni nefropatie (proteinurie) 15-20
renalni insuficience (pokles glomerularni filtrace) >10-15
chronické selhani ledvin a ndhrady funkce ledvin >15-20

Diabetes mellitus se vyznacuje poruSenou utilizaci glukozy, kterd vede k jejimu

hromadéni v extra i1 intracelularnim prostoru. Proteiny mohou spontdnné vazat glukozu
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kovalentni vazbou, a tedy ji integrovat do své molekuly. Tento proces probihd bez
katalytick¢ého plsobeni enzymi, a toto se oznacuje jako neenzymova glykace proteini.
Nejdiive vznika nestabilni Schiffova baze aldimin, ktera se poté presmykuje na ketoamin,
pozd¢ji prechédzi na pokrocilé produkty glykace (advanced glycation endproducts = AGE).
Neenzymova glykace zpiisobuje jak strukturdlni, tak funkéni odchylky proteind. Napf.
v ptipad¢ kolagenu jde o zménu pevnosti, elasticity ¢i odolnosti k protedzdm, podminéné
pficnymi vazbami mezi proteinovymi fetézci zprosttedkovanymi AGE. Glykace
strukturalnich proteini membran, napi. krvinek, vede ke zméné jejich agregability a
deformability. V bazdlnich membranach kapilar dochazi k dezintegraci jejich struktury
s naslednou poruchou permeability. Zavazna je tvorba pozdnich produktii glykace. Vedle
receptord, které se podileji na jejich odstranéni a které piisobi tudiz protektivné, existuji i
receptory na mikrofazich a na dalSich bunikach (tzv. RAGE), které po vazbé AGE spoustéji
kaskadu aktivacnich reakci vedoucich az k funkénim i morfologickym zméndm tkani ¢i
organt (Skrha 2010).

Nadmérna nabidka nezpracované glukézy muze v bunkdch nezéavislych na inzulinu,
akcentovat alternativni zpracovani, které¢ vede k tvorbé sorbitoli ti¢inkem aldézoreduktazy,
jejiz aktivita je u diabetu zvySena. Nahromadény sorbitol plisobi osmoticky aktivné, coz mize
ovlivnit ,,nasavani“ vody do buiiky. Zmény osmotickych gradienti mohou vést az k zaniku
postizenych bunék. Soucasné byl pozorovan pokles obsahu myoinozitolu a aktivity Na/K-
ATPazy v buiikdch. Jde o poruchu elektrochemické integrity jejich membran. Hlavnim
disledkem vystupnované polyolové cesty neni hromadéni sorbitolu, ale zvySena spotieba
NAD zpiisobena oxidaci sorbitu na fruktdézu za katalyzy sorbitoldehydrogenazy. Tento d&j
posouvda rovnovahy NAD/NADH v neprospéch oxidované formy, nastavd tzv.
hyperglykemické pseudohypoxie (Skrha 2010).

Proteinkinasa C (PKC ) je skupinou serinovych/threoninovych kinaz, které se ucastni
fady signali prendsenych do buitky. PKC zasahuje do regulaci riiznych reakci ovliviiuyjicich
zejména cévni permeabilitu, kontraktilitu, proliferaci bunék, syntézu bazalni membrany, ale
také mechanismy pfenosu signali hormont a cytokinl. Hyperglykémie vede jednak ke
zvySené syntéze diacylgycerolu, ktery aktivuje PKC, jednak stimuluje genovou expresi PKC,
a to zejména jejiho B-izoenzymu. PKC zasahuje jak do enzymovych a genovych regulaci, tak
ovlivitiuje také syntézu oxidu dusnatého. Aktivovana PKC ma podle soucasnych znalosti
klicovou ulohu v patogenezi cévnich zmén. Je také stimulatorem NAD(P)H oxidazy, kterd se

pfimo podili na tvorbé superoxidového anionu a tim zesiluje oxidacni stres a jeho nasledky.
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Glukéza se rychle fosforyluje po vstupu do buiiky na glukéza-6-fosfat, ktery se
konvertuje na fruktoza-6-fosfat a déle se metabolizuje cestou glykolyzy. Cast frukt6za-6-
fosfatu se pfeménuje za pritomnosti glutaminu (katalyzator glutaminfrukt6za-6-P=GFAT) na
glukozamin-6-fosfat. Tato reakce byla oznaCena jako hexozaminovéa signalizacni cesta a
enzym GFAT je jejim limitujicim regulatorem. Jednim z vyznamnych nasledkl této cesty je
rozvoj inzulinové rezistence a tim zhorSeni transportu glukézy do buiiky.

Hydroxylové skupiny glukdzy se mohou ucastnit preskupeni elektroni a tim se podilet
na vzniku reaktivnich radikalii. Podstatou oxidacniho stresu je posunuti rovnovahy mezi
systémem tvoficim reaktivni formy kysliku a systémem zametacovych (scavengerovych)
mechanismi. Molekuly monosacharidii se mohou pfimo autooxidovat, coz vyplyva z jejich
aterogeneze se diky oxidagnimu stresu vaZzou monocyty na endotel cév (Skrha 2010).

Aby mohla byt stanovena diagnéza diabetické nefropatie, musi byt splnény urcité
parametry tykajici se zdravotniho stavu nemocného. Klinicky se projevuje morfologickymi a
funkénimi zménami ve vSech oddilech nefronu. Diagnostické postupy se v prubéhu let vyviji.
Byly vybrany 4 parametry, které nejlépe charakterizuji diabetickou nefropatii: glomerularni
filtrace, mikroalbuminurie, klinick4 proteinurie a strukturalni 1éze.

Za vyznamny predikéni faktor diabetické nefropatie se povazuje rodinnd anamnéza
hypertenze. Arteridlni hypertenze je definovéana jako hodnoty systolického nebo diastolického
krevniho tlaku u dospélych jedincii (do 64 let) 140 mn Hg (18,7 kPa) a vyssi u tlaku
systolického a 90 mm Hg (12,0 kPa) a vyssi u tlaku diastolického. Vzajemny vztah mezi
hodnotou systémového tlaku a funkci ledvin je zndm dlouhou dobu. Onemocnéni ledvin je
Casto pri¢inou sekundarni hypertenze (renovaskuldrni a renoparenchymatézni) a naopak
primarni arteridlni hypertenze zplsobuje zavazné morfologické zmény v ledvinach
(vaskularni nefrosklerdza). Arteridlni hypertenze urychluje progresi chronickych renélnich
onemocnéni. T&zka nelécend hypertenze vede k rychlému selhdni funkce ledvin (maligni
nefroskler6za). Hypertenze urychluje 1 degenerativni zmény cévni stény a zvySuje riziko
aterosklerotickych komplikaci. Primarni (esencidlni) hypertenze ptestavuje kolem 90 % vSech
pfipadl zjisténé hypertenze. Zbyvajicich 10 % tvoii hypertenze sekundarni. Témet 75 %

ptipadt sekundarni hypertenze ma renélni etiologii (Teplan 2003).

Klicovd role byla pfisouzena systému renin-angiotenzin, ktery ovliviluje
kardiovaskularni systém a diabetickou nefropatii (viz tab. 3). Renin je glykoprotein

syntetizovany v juxtaglomeruldrnim aparatu ledvin. Konvertuje angiotenzinogen (AGT) na
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angiotenzin I (Ang I). Angiotenzin konvertujici enzym odstépuje dipeptid na Ang I a tim
vnikd angiotezin Il (Ang II). Zaroven inaktivuje vazodilatator bradykinin. Ang II je G¢inny
vazokonstriktor, stimulator sekrece aldosteronu a reabsorpce sodiku. U genu pro renin byly
studovany Ctyfi polymorfizmy. VSechny ¢tyfi se nachdzeji mimo koédujici oblast genu. Jedna
se o dvé bodové mutace C-T (zdména thyminu za cytozin) a dva mikrosatelity, (ACAG),
mikrosatelit a CA-opakovani. Jejich vztah k diabetické nefropatii vSak jasné prokézan nebyl
(Tarnow et al. 1974).

Recesivni mutace genu pro renin zpUsobujici uplnou ztratu jeho syntézy, vede
k poruSe vyvoje rendlnich tubulii. Dominantni mutace v signdlni sekvenci genu pro renin
zpusobuje chronické selhani ledvin doprovazené hyperurikémii a anémii. Renin je
syntetizovan jako preprorenin o 406 aminokyselindch s N-termindlni signalni sekvenci
tvofenou 23 aminokyselinami, nasledovanou 43 aminokyselinami, které jsou soucasti
proreninu, ale jsou enzymaticky od$tépeny pii vzniku aktivniho reninu. Delece nukleotidl 45-
47 vyvolavéa nahradu leucinu argininem v pozici 16, snizuje hydrofobicitu signalni sekvence,
ale neovliviiuje odSté€peni signalni sekvence a vznik proreninu. Exprese mutované varianty
v HEK293 bunkach ukézala sniZenou translokaci na membrané endoplazmatického retikula
mutované varianty reninu ve srovnani s divokou variantou. Akumulace abnormalné svinutého
proreninu (u pacientl s deleci v signalni sekvenci) aktivuje v endoplazmatickém retikulu
stresovou reakci, jejimz disledkem mtiZze byt postupna destrukce reninu syntetizujicich bunék
juxtaglomeruldrniho aparatu a abnormalné zvySend syntéza reninu v cévni sténé arteriol a
malych tepen. Postupny vyvoj chronického selhani ledvin u pacientii s dlouhodobou mirnou
poruchou syntézy reninu ukazuje, ze pfiliS vyraznd inhibice systému renin-angiotensin-
aldosteron nemusi byt vyhodna (Zivna et al. 2009).

Pro gen AGT bylo popsano 15 polymorfismd, ale jen u dvou z nich dochazi k zdméné
aminokyselin (threonin misto methioninu, methionin misto threoninu). Protein AGT se podili
na hypertenzi (Rogus & Moczulski 1998, Schmidt & Borgis 1996). Homozygoté méli
naméfenou nejvys$i hladinu  AGT v plazmé. Neékteré studie vSak nepotvrzuji vztah
polymorfismu genu reninu a genu antiotenzinogenu ke vzniku diabetické nefropatie

(Mochulski et al. 1998).

Arteridlni hypertenze je klicovych faktorem, ktery urychluje progresi diabetické
nefropatie u pacientil trpicich diabetem 1. nebo 2. typu. Prevalence hypertenze je rozdilna
nejen v jednotlivych stadiich diabetické nefropatie, ale li$i se i obou typu diabetu. Hypertenze

se vyskytuje u diabetul. typu jako u ostatni veékoveé shodné populace. Hypertenzi trpi u
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diabetu 2. typu asi tfetina pacientll. ZvySena hladina inzulinu zvySuje reabsorpci natria
v ledvinnych tubulech. U nefrologicky nemocnych pacientii pied rozvojem chronického

selhani ledvin byla zjiSténa 15% prevalence inzulinové rezistence (Dzurik, Spustova 1995).

Tabulka 3: U¢inky angiotenzinu II s moZnym podilem na vyvoji diabetické nefropatie
(Boucek, Bartos 2010)

HEMODYNAMICKY

Indukce systémové vazokonstrikce

vzestup glomerularniho kapilarniho tlaku

redukce glomerularni filtra¢ni plochy

vzestup glomerularni permeability

PRODUKTIVNI

stimulace produkce trofickych cytokint

stimulace syntézy soucasti extracelularni matrix a jeji ptfemény
indukce poskozeni podocytl

TRANSPORTNI

stimulace reabsorpce Na a vody v tubulech

Prevalence hypertenze u vékove starSich, nové diagnostikovanych diabetikii 2. typu
s normoalbuminurii je podstatné vyssi nez u diabetik 1. typu s normoalbuminurii. S vyvojem
mikroalbuminurie a klinické albuminurie (proteinurie) se prevalence hypertenze zvySuje
soucasn¢ pii diabetu 1. a 2. typu, avSak stale pfevazuje podil hypertenznich diabetiki 1. typu.
Pro diabetika je mimoiadné nebezpecna kombinace arteridlni hypertenze a proteinurie.
V rozséhlé epidemiologické studiit WHO Multinational Study of Vascular Disease in Diabetes
byl v obdobi 1975-1987 vyhodnocen koeficient standardni mortality v ndhodné vybraném
vzorku 4717 diabetiki ve v€ku 35 aZz 55 let. Pacienti s hypertenzi a proteinurii méli
piekvapiveé vysoké riziko imrtnosti u obou typti diabetu a obou pohlavi. Vys§i mortalita byla
dokonce zjisténa u diabetikl 1. a 2. typu bez proteinurie a bez hypertenze (Wang, Head 1996).

Epidemiologické studie poukazuji na pretrvavajici stav neuspokojivého poctu
diabetikii s proteinurii a hypertenzi, ktefi jsou adekvatné léCeni antihypertenzivy. Pfitom
vysledky prospektivni studie jednozna¢né ukézaly, ze po 16 letech antihypertenzni 1écby
diabetik 1. typu s nefropatii byla kumulativni umrtnosti 45 %, tedy podstatné¢ nizsi nez

v jinych studiich pfi méné€ intenzivni 1écbé (Parving et al. 1996).
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1.1.1. Patofyziologie

Albuminurie neboli vylucovani albuminti moci je prediktorem nejen ledvinného
onemocnéni a selhani ledvin, ale hlavné prediktorem aterosklerotickych vaskuldrnich chorob
a také kardiovaskularni i celkové timrtnosti (Chronic Kidney Disease Prognosis Consorcium
2010). Riziko kardiovaskularnich (KV) nemoci plynule roste s mnozstvim vylouc¢eného
albuminu, a to jiz od nizSich hodnot, nez udava soucasna definice mikroalbuminurie (Ratto E,
2006). Mikroalbuminurie je vyrazem spisSe zvySené propustnosti cévni stény (resp. glomerul)
spojené s endotelovou dysfunkci a ateroskler6zou. Makroalbuminurie je spiSe vyrazem
poskozeni glomerulll pfi primarnim renalnim onemocnéni. Mikroalbuminurie se objevuje
v Casné fazi hypertenzni nefropatie, tj. postizeni ledvin vlivem vysokého krevniho tlaku (TK).
Nejen diastolicky, ale hlavné systolicky TK je nezavislym rizikovym faktorem selhani ledvin.
Nejcast€jsi renalni komplikaci esencidlni hypertenze je benigni nefrosklerdza
(resp.nefroangiosklerdsa), ktera se vyskytuje asi u 15 % lécenych nemocnych s esencialni
hypertenzi (Campo 2002). Hypertenzni nefroskler6za vznika plisobenim vysokého TK na
glomeruly, které se zpo€atku brani konstrikci aferentnich arteriol, ale pozdéji dochazi k jejich
vazodilataci a vysoky TK se dostavd do mikrocirkulace ledvin. Dochdzi k hyperperfuzi a
hyperfitraci, k prostupu albumind do intersticia a do primarni moce. Jsou poSkozeny malé
arterie vyzivujici glomeruly 1 samotné glomeruly, v nichz se zmnoZuje kolagen a vznika
hyalindza aferentnich arteriol. Vznika fokalni i segmentdlni glomerulosklerdza a postupné
dochazi k redukci glomeruldrni filtrace. Také v intersticiu dochdzi ke strukturdlnim a
funkénim zménam: intersticium je infiltrovano zanétlivymi buiikami, dochazi k fibrotizaci
intersticia a atrofizaci stén tubuli.

U kazdého clovéka po 35. roce veéku klesd filtraéni funkce ledvin asi o 0,5-1
ml/min/rok. Krevni tlak nad 110 mmHg, nebo pfitomnost diabetu mellitu a nejvice souc¢asny
vyskyt DM a hypertenze zhorSuji tento pokles az 10 krat. V soucasné dobé¢ se sleduje, tzv.
kardiorenalni kontinuum, coz je riziko pro KV 1 renédlni onemocnéni typické pro nemocné
s DM a arterialni hypertenzi. Hlavni roli v ném hraje RAS, ktery je hlavnim regula¢nim
systtmem pro TK, ale také reguluje schopnost cév branit se poskozeni vlivem TK i
metabolickych poruch typickych pro DM (Rosolova 2012).

Nelécend diabetickd nefropatie prechdzi do stadia chronické rendlni insuficience a
ledvinového selhani. Chronick4 renalni insuficience je takové onemocnéni, kdy ledviny
nejsou schopny udrZzet normdlni sloZeni wvnitiniho prostiedni, tj. dojde ke zméndm

extracelularni tekutiny. SniZeni pfiblizn€ do 75 % hodnoty fyziologické glomerularni filtrace
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nevede ke zménam ve slozeni vnitiniho prostiedni. Toto stadium nazyvdme snizend renalni
funk¢ni rezerva. Nejjednodussi zplsob posouzeni funkce ledvin je vySetieni sérového

(plazmatického) kreatininu (Teplan 2003).

1.1.2. Epidemiologie

Epidemiologicky prizkum tykajici se diabetické nefropatie je velice neptesny.
Neexistuje jednotna klasifikace ptiznakt, které by byly dostacujici k epidemiologické studii.
Piesnéj$i a rozsahlejsi prizkumy na toto téma zacaly aZ s nastupem, resp. narGstem poctu
dialyzaénich stfedisek. Napt. v letech 1984-1994 byl pacientl trpicich diabetickou nefropatii
kolem 8 % (Lochmanova 2003). Diabetickd nefropatie se ve vyspélych zemich stala
nejcast€j$i pricinou chronického selhdni ledvin a nejvétsi mirou se podili na chorobach a
umrtich diabetik. Vysokd mortalita proteinurickych diabetikli s hypertenzi je dusledkem
nejen samotného konecného stadia selhani ledvin, ale i privodnich kardiovaskuldrnich
cerebrovaskularnich chorob (Wang, Head 1996). Diabeticka nefropatie se ziidka objevuje
pied 10. rokem trvani diabetu, jeji incidence se zvySuje mezi 13. az 20. rokem a po 20. roce
klesa (Andersen et al. 1983). Riziko vyvoje diabetické nefropatie u normoalbuminurickych
diabetiklil. typu strvanim diabetu delSim nez 30 let je nizké. Prevalence vSech stadii
diabetické nefropatie miize po 20 letech trvani diabetul. typu dosahnout 30- 40 % (Warra et
al. 1996). Kumulativni incidence proteinurie po 25 letech trvani diabetu 1. typu byla 50 % pfti
zacatku diabetu pied rokem 1942, klesla na 30% pfi zacatku diabetu v 50. letech a dale se
snizila na 9% pii zacatku diabetu ve druhé poloving€ 60. let (Bojesting et al. 1985) (Krolewski
et al. 1994) ( Rossing et al. 1995). V celoevropské priifezové (transverzalni) studit ERODIAB
IDDM Complications Study se ve skupiné 3250 diabetiktil. typu s primérnym trvanim
diabetu 14,7 let zjistila prevalence mikroalbuminurie 20,7 % a v jednotlivych Sletych
intervalech trvani diabetu se pohybovala vrozmezi 18 az 25 %. Celkova prevalence
makroalbuminurie byla 8,8 % a po letech trvani diabetu dosahla 19 % ( EURODIAB IDDM
Complications Study Group). Do populacni studie DIANEBA se =zapojilo 13
diabetologickych ambulanci v Bratislavé, kde bylo evidovano 640 dospélych diabetikti 1.
typu. Lékaii zjiStovali vyskyt mikroalbuminurie, klinicky vyznamné proteinurie a renalni
insuficience (s-kreatinin > 180 pmol/l). V souboru bylo 412 diabetikt 1. typu, z nichz 16,7 %
meélo mikroalbuminurii. Pokud trval diabetes 11-15 let, mikroalbuminurie se vyskytla ve 22
%, pokud trval 16-20 let, byla 20 %. Celych 69 % diabetikil s mikroalbuminurii uzivalo ACE
inhibitory. Pfi 21-25 let trvani diabetu byla 32 % prevalence proteinurie. Chronickou renalni

insuficienci mélo 9,4 % diabetikl a dialyzovanych bylo 2,3 % (Pontuch, Hozlarova 2002).
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Diabetici 2. typu maji celkovou prevalenci mikroalbuminurie kolem 30 % a
proteinurie kolem 45 %. Tyto udaje se tykaji diabetiki z USA nekavkazoidniho ptvodd.
Indiani Pima maji prevalenci selhani ledvin 4krat vyssi nez diabetici 2. typu bilé rasy. Vysoky
vyskyt je u americkych cernochtl, hispanct a azijcli. Vyskyt mikroalbuminurie kolisal mezi
12-32 %, vyskyt makroalbuminurie mezi 3-37 % (Bennet, Deen, Fuller 2001). I pfes
demografické neptesnosti (tykajici se podhodnoceni nebo nadhodnocenim poctu diabetikd,
nespravné zatazeni typu diabetu, atd.) mizeme tvrdit, ze nejvetsi vyskyt diabetické nefropatie
je u osob vyssiho véku a nekavkazoidniho etnika (Ritz, Rychlik 1999). Diabeticka nefropatie
ve vyspélych zemich konéi bud hemodialyzou, peritonealni dialyzou nebo transplantaci
ledvin (renal replacement therapy = RRT). Podle U. S. Renal Data Systém v letech 1990-
1998 zapfic€inila konecné stadium selhdni ledvin. Zatim co narist ostatnich ledvinovych
chorob (polycystitida ledvin, glomerulonefritida a hypertenzni nefroskler6za) nebyl témét
zadny. (U. S. Renal Data Systém 2001). V Evropé¢ se celkova prevalence diabetické nefropatie
u diabetiktl 2. typu pohybuje kolem 20%. Umérné se zvysujicimu pramémému véku roste
také pocet diabetikli s nefropatii. V némeckeé studii z 80. let byla 27% kumulativni incidence
proteinurie po 20 letech znamé diagnozy diabetu 2. typu a 20% incidence po 20 letech trvani
diabetu 1. typu. Rozdil mezi obéma typy diabetikl byl jen maly (Hasslacher et al. 1989).
Podle regionélnich registrii doSlo k vyraznému poctu diabetik 1écenych RRT. Jednotlivé
evropské zemé se samoziejmé 1isi: v severnich zemich je prevalence vyssi, v jiznich relativné
nizka. Vroce 1998 se hodnotila dialyzacni a transplantacni aktivita jednotlivych stati.
V poctu pacientl zafazenych do RRT se na prvnim misté¢ umistilo Chorvatsko, na druhém
Slovinsko a na tfetim Ceska republika. Ceska republika méla nejstarsi dialyzované pacienty:
46 % pacientd bylo starSich 65 let. Pouze 4 % podil hypertenzni nefropatie se vyskytoval
v Ceské republice a Chorvatsku (Rutkowski 2000).

V Ceské republice bylo v roce 2001 hemodialyzovano 3865 pacientil, z nichz 61 %
bylo starSich 60. let. Diabetici tvofili 34 % a hypertenze se vyskytovala u 64%. Peritoneélni
dialyzu vyuzivalo 315 pacientii, z nichz 49 % bylo starSich 60. let. Peritonealni dialyzu
vyuzilo 33 % diabetiktl, hypertenzi trpélo 77 % (Demes, Vivodova 2001).

Pro srovnani data tykajici se Slovenské republiky (podle UZIS): v roce 2000 bylo na
Slovensku 256 138 diabetikli, toho 20 169 diabetikd 1. typu a 231 356 diabetikil 2. typu.
Lécbu inzulinem vyuzivalo 16,5 %, oralni antidiabetika 45,7 % a kombinovanou 1écbu
vyuzivalo 3,7 %. Arteridlni hypertenze se vyskytovala u 384 pacientii na 1000 diabetika. Do

hemodialyza¢niho programu bylo zatfazeno 1993 pacientii, z nichZ 45 % bylo starSich 60 let.
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Hemodialyzovanych diabetiki bylo 20,3 %. Peritonedlni dialyzu preferovalo 215 pacientli

(Demes, Vivodova 2001).

1.1.3. Klasifikace ledvinovych onemocnéni u diabetiku

Ledvinové onemocnéni u diabetiki 1ze rozdé€lit na tfi hlavni skupiny:

a) Diabeticka nefropatie — nefropatie vznikla v souvislosti s diabetem
b) Nediabetickd nefropatie — bud’ glomerularni, nebo neglomerularni
c) Iatrogenni postiZeni ledvin

a) diabeticka nefropatie

Diabetickd nefropatie je mikroangiopatickd komplikace diabetu mellitu charakterizovana
postizenim glomeruld, tubuli a mezangia. Spojena se zbytnénim bazalni membrany, expanzi
mezangia a hyalinizaci interkapilarniho pojiva a glomerull. Proteinurie jako dominujici znak
DN je soucasné¢ indikatorem generalizovaného cévniho postizeni a vysokého, zejména
kardiovaskularniho rizika. Vice nez tietina pacientt je odkézéana na ptistrojovou ocistu krve
(Teplan, 2003; Boucek, Bartos 2010).

b) nediabeticka nefropatie

Nediabetickou nefropatii l1ze rozdélit na glomerularni a neglomerularni postizeni ledvin.
Zastupce nejCastéji  se vyskytujicich nediabetickych nefropatii je membrandzni
glomerulopatie, IgA nefropatie a fokaln€¢ segmentdlni glomerulosklerosa. U
neglomerularniho postizeni dominuje ischemicko-aterosklerotické postizeni a papilarni
nekréza (Olsen, Mogense 1996; Rychlik, Flise 1999).

¢) iatrogenni postizeni ledvin

latrogenni poskozeni ledvin vznika hlavné jako projev nefrotoxického efektu podavanych
1€kt nebo kontrastnich latek uzivanych v radiodiagnostice. Projevy poskozeni ledvin jsou
navic vyraznéjsi u pacientil s jiz pfitomnou chronickou rendlni insuficienci a u pacientil se
snizenym efektivnim krevnim objemem (dehydratace, obéhové selhavani atd.). Mezi typické
nefrotoxické predstavitele patii nesteroidni antiflogistika, aminoglykosidova antibiotika a

ACE inhibitory. Nefrotoxicita probihd jako akutni selhdni ledvin (Rychlik et al. 1999).

Diabetickou nefropatii 1ze rozdé€lit do 5-ti stadii:
1. stadium  hyperfiltracné hypertrofické je charakterizovano albuminurii, hyperfiltraci,
hyperperfuzi s postupnym nartstem kapilarni permeability a néaslednym vznikem rendlni

hypertrofie
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2. stadium latentni je klinicky bezptiznakové, normalizuji se hemodynamické zmény. Krevni
tlak a albuminurie jsou v normé, glomeruldrni filtrace zistava zvySend. Po nékolika letech se
zmény stavaji histopatologicky priikazné.

3. stadium incipientni je charakterizovano mikroalbuminurii (albuminurie 30-300 mg/24
hodin). Dochéazi k nému po 10-15 letech trvani diabetu.

4. stadium manifestni se diagnostikuje pfi proteinurii vyssi nez 500 mg/24 hod. Krevni tlak je
zvySeny. Kleséa glomerularni filtrace.

5. stadium chronického selhani ledvin je charakterizovano hyperlipoproteinémii,

makroangiopatii, autonomni polyneuropatii a hyperkalémii (Pontuch 2003).

Diabetickd nefropatie je vétSinou pficina nefrotického syndromu u pacientl trpicich
diabetem. Ale na druhé strané se primarni diabetick4 glomerulopatie u 10 % diabetiki 1. typu
a u 30 % diabetikli 2. typu neprojevuje proteinurii. Mlzeme uvazovat o nediabetické
glomerulopatii, pokud se proteinurie objevi u déti v prepubertalnim obdobi nebo u dospélych
s trvanim diabetu kratSim neZ 5 let, eventualné pokud doSlo k rychlé progresi proteinurie
v pribéhu nékolika mésich. Pii glomerulonefritidé se casto vyskytuje mikroskopicka
erytrocyturie glomerularniho ptvodu. Jeji pfitomnost nevylucuje diagnézu diabetické
nefropatie. Pfi chronické tubulointersticidlni nefritidé byva jen mirny stupenn tubularni
proteinurie. Rizikové skupiny diabetikii maji Castéjsi relapsy infekci mocovych cest, které
mohou vést k chronické pyelonefritidé s rozsifenim a deformaci ledvinné panvicky a kalichi.
Jednim z hlavnich pfiznak diabetické nefropatie je sniZzeni glomerularniho tlaku, ktery
zpusobuje hypertrofii ledvin. Ale 1 ve stadiu zaCinajici renalni insuficience pii diabetické
nefropatii mohou mit ledviny jeSt¢ normalni velikost a normdélni tlouStku parenchymu

(Pont'uch 2003).

1.2. Geneticka predispozice k diabetu a k diabetické nefropatii

Diabetes mellitus je heterogenni skupinou onemocnéni srozdilnou pfi¢inou, ale
podobnym pribehem. Diabetes 1. a 2. typu i jejich chronické komplikace se vyvijeji na
genetickém podkladé. Jde o multifaktoridlni onemocnéni, na jejichz vzniku se podileji
polymorfismy vice genli spolu s vlivy prostfedi. Piiblizné 5 % diabetickych pacienti ma
diabetes zpusobeny odchylkou jediného genu, tj. monogenné podminény diabetes. Byly
vytipovany tii geny, jejichz varianty souviseji se vznikem diabetu 2. typu u vSech testovanych
populaci: PPARy je nuklearni receptor, ktery zasahuje do fady metabolickych procesi. Ma

dilezitou roli v diferenciaci a spravné metabolické funkci tukové tkané a uplatiuje se
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v procesu inzulinové rezistence. Polymorfizmus P12A genu PPARY je asociovan s diabetem
2. typu. Tento polymorfizmus je soucasti kodujici oblasti a zplsobuje funkéni zménu
proteinu. KCNJ11 koduje Kir6.2 podjednotku K atp kanalu f bunék. Polymorfizmus 123K
genu KCNJ11 je také asociovan s diabetem 2. typu. TCF7L2 kdduje transkripéni faktor 7-like
2. Varianta rs7903146 asociuje s diabetem 2. typu. V asocia¢nich studiich ma tato oblast
celkové nejsiln€j$i vazbu ke vzniku T2D, a to ve vSech dosud zkoumanych populacich.
Vsechny testované varianty jsou v intronu, tj. neméni vlastni strukturu proteinu. Varianty
TCF7L2 se podileji na poruse sekrece inzulinu.

Monogenni formu choroby mohou mit i diabetické komplikace. Projevy Fabryho
(Andersenova) choroby se manifestuji podobné jako projevy diabetické nefropatie.
Mikroalbuminurie progreduje do proteinurie, dale do renalni insuficience a termindlniho
selhani ledvin. Stejné€ jako u DN se zde projevuji multiorgdnové postizeni. Prvnim projevem
byvaji bolesti, febrilni krize, potom postizni kiize, nasleduje kardiomyopatie a posléze
proteinurie a selhani ledvin, neurologické projevy. Pokud pacienti nejsou 1é€eni, zpravidla ve
ctvrtém nebo patém deceniu dochézi k timrti. Pfi¢inou této lyzozomalni choroby je mutace
genu pro enzym o-galaktosidoazu A. Defekt tohoto enzymu zpiisobuje hromadéni GB;
(globotriaosylceramidu) v mnoha organech. Gen se nachdzi na chromozomu X, jde tedy o
gonozomalné recesivni dédicnosti. Choroba postihuje vSechny rasy a vyskytuje se ve vSech
zemich svéta (Jilkova 2012).

Zmény prostiedi vytvateji druhou polovinu rizika vzniku T2D, kterou lze potencidlné
ovlivnit a kterd se mize sat cilem preventivnich opateni zaméfenych na sniZeni vyskytu T2D
v populaci (Prihova & Lébl 2010).

Vliv genetickych faktorti se zkoumal u jednovaje¢nych dvojcat. Konkordance ve
vyskytu diabetu je 50 % u T1D a az 80% T2D. Castg&ji se také vyskyt diabetu vyskytoval u
blizkych pokrevnich pfibuznych diabetik.

SkuteCnost, ze diabetickd nefropatie postihuje pouze piiblizné¢ 30% nemocnych
(v€etné nemocnych s dobrou kompenzaci, zatimco jini nemocni nedospéji k postiZzeni ledvin
ani po mnoha letech $patné kompenzovaného diabetes mellitus) naznacuje, ze existuje
geneticka predispozice ke vzniku diabetické nefropatie.

Kumulativni riziko pro vznik diabetu mellitu v rodinach probandii s nefropatii je témét
0 50% vyssi nez v rodinach diabetickych probandl bez nefropatie (Quinn & Angelico 1996,
Freedam & Tuttle 1995, Petit & Saad 1990).
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Sestaveni vicegeneracnich rodokmenli brani zemfeli rodice probandl, neexistence
biochemickych a genetickych markerti diabetu mellitu. Proto se v soucasné¢ dob¢ pouzivaji
zejména asociacni a vazebné studie.

Asociacni studie srovnavaji vyskyt polymorfizml kandidatnich geni mezi skupinou
nepiibuznych postizenych jedincl a skupinou zdravych kontrol. Sleduji, zda jsou zjisténé
rozdily statisticky vyznamné. Vazebné studie se provadéji bud’ rozsahlym testovanim celého
genomu pomoci kompletni sady markerti bez hypotézy kandidatniho genu, nebo uzkym
testovanim danych oblasti DNA obsahujici mozné kandidatni geny pomoci specifickych
markert. Transmisni disekvilibracni test vySetfuje frekvence ptenosu alely, ktera by mohla
souviset s onemocnénim, od heterozygotnich rodict k postizenym a nepostizenym potomkiim.

Geneticka studie je podminéna komplexni interakci variant fady genl. Asociacni
analyza testuje asociace mezi konkrétni genetickou variantou, napt. polymorfizmem genu a
danou poruchou. Vazebné studie ptredpokladaji sbér dat od velkého poctu piibuznych jedinci,
o nichZ se predpoklada, ze se 1isi v ur¢itém genu nebo jeho variantach, které ovliviiuji vznik
dané poruchy, nasledovany analyzou pifenosu genetickych variant v ptribuzenskych liniich.
Hlavnim smyslem hledani genetickych markerti diabetické nefropatie je jejich mozné ptispéni
k ¢asné identifikaci pacientll v riziku této poruchy. Kandidatni geny jsou voleny na zékladé
konceptu multifaktorialni etiologie diabetické nefropatie a zahrnuji tyto skupiny:

1) geny, které se uCastni kontroly krevniho tlaku,

2) geny, které reguluji kardiovaskularni rizikové faktory,

3) geny, které ovliviuji glomeruldrni architektury, zdnétlivé procesy a rust,

4) geny, které se tiCastni metabolizmu glukozy,

5) geny nachylnosti ke vzniku diabetu.

Hypotéza ptredpokladd, Ze systémova kapilarni vazodilatace vyvolana hyperglykémii
postihuje 1 feciste¢ glomerulu. Glomerularni hypertenze je zplisobena nerovnovahou mezi
dilataci aferentni arterioly a relativni konstrikci eferentni arterioly. Testuje se pfitomnost
asociace polymorfizmu téchto gend, které vedou k rozdilné expresi proteinti ovliviiyjicich
aktivitu téchto systémil, napf. prostfednictvim ACE nebo angiotenzinogenu (Teplan &
Mengerova 2011).

Vyzkum, ktery vyhodnotil polymorfizmus inzerce/delece genu ACE, demonstroval
signifikantni asociaci mezi genotypem II a normoalbuminurii (Mare & Bernade 1994).
Vysledky dalSich praci poukazaly na vyS$i asociaci genotypu DD s rizikem

kardiovaskularnich chorob a diabetické nefropatie ve srovnani s genotypem II (Rujisawa &
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Kawacuchi 1998). Vyskyt retinopatie u diabetikd 2. typu byl vyznamné ¢astéjsi pfi genotypu
ID, zatimco vztah genotypu ID k diabetické nefropatii byl na hranici statistické vyznamnosti
(Rosochova et al. 2000).

Nejsledovanéj$im genem u DN byl gen pro angiotenzin konvertujici enzym, protoze
obsahuje nejznaméjsi asociovany polymorfismus inzerce/dalece. Tento polymorfismus
zodpovida za polovinu genotypové variance hladiny ACE v plazmé. Pfitomnost D alely je
spojovana s vysSimi hladinami ACE. Zd4 se, ze I/D polymorfizmus ovliviiuje nejen vyvoj
DN, ale ma vztah i k nefropatiim jinym, neZ diabetické etiologie (Schmidt & Ritz 1995,
Schmidt & Ritz 1997, Solini & Saller 2002).

Vysoce vyznamné bylo popsdni vazby diabetické nefropatie s oblasti na 18.
chromozomu (Vardarli et al. 2002). Predispozi¢nim genem, nachdzejicim se v této oblasti, je
CNDP1, gen kédujici karnozinazu $tépici karnozin (Jannsen et al. 2005).

Asi 3 % diabetickych jedinci trpi poruchou funkce B bunck zplsobenou defektem
jediného genu. V Ceské republice se to tyka pfiblizné 20000 nositeld monogenné
podminéného diabetu. Tato forma diabetu se dédi autozomaln€ dominantné (Elland et al.

2010).

1.3. Kalcio-fosfatovy metabolismus

Potravou, hlavné mlékem a mlécnymi produkty, ovocem a zeleninou, se organismu
denné dod4 asi 30 mmol (1200 mg) Ca®". Z tohoto mnoZstvi se viak resorbuje jen 25 az 50 %.
Resorpci  stimuluje  1a,25-dihydroxycholekalciferol. Kyselina oxalova a fytinova
(myoinositolhexakisfosfat) snizuji resorpci vapniku tvorbou nerozpustnych soli. Vylu¢ovani
Ca®" probihd vétsinou ledvinami, mala &ast Ca®" se také ztraci potem a stfevem. B&hem
laktace se hodn& vapniku vylou&i v mléce. V krevni plasmé existuje Ca®" ¢astené jako volny
ion, pfipadné jako komplex s organickymi kyselinami, ¢aste¢né (asi 50%) je vazan na
proteiny. Specificky nosny protein jako u Zeleza ovSem neexistuje. Celkova koncentrace je asi
2,5 mmol/l. Tonty véapniku se podileji na srazlivosti krve jako faktor IV. Hladina Ca®" je
v krevni plasmé velmi presné regulovdna hlavn€é hormonem pfiStitnych télisek —
parathyrinem, ¢astecné také jeho antagonistou kalcitoninem (Karlson 1982).

T¢lo dospélého Cloveka by mélo obsahovat primérné 1000 az 1600 g vapniku. Z toho
se uklada 98 az 99% v kostech jako hydroxyapatit. Minerdlni faze na povrchu kostnich
krystalli je v rovnovaze s ionizovanou frakci extracelularni tekutiny (ECT). Pro Zivot jedince
je nejdilezitéjsi jeho ionizovana frakce, kterd ovlivituje nervosvalovou drazdivost, excitacni a

vodivy systém srdecni, srazlivost krve, permeabilitu bunééné membrany, aktivitu
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enzymovych reakci, energeticky metabolismus i ¢innost vniting- a zevné sekretorickych zlaz.
Protoze je funkce vapniku jednou z dulezitych biologickych konstant, homeostdza je
udrzovdna mnoha regulaénimi mechanismy pfedevS§im pomoci kalciotropnich hormont.
Hrozi-1i pokles kalcémie, zajist'uji rizné regulacni mechanismy zvySeni absorpce mineralu ve
stieveé, zvySuji jeho uvoliiovani z kosti a soucasn¢ brzdi odpad kalcia moci. Naopak hrozi-li
vzestup kalcémie, brzdi se kostni resorpce, zvysSuje se odpad vapniku ledvinou a snizuje se
procento vstfebaného kalcia ze stfeva. SpouStéci mechanismus pro uvolnéni kalciotropnich
hormont je fizen zpétnovazebné v zavislosti na hlading ionizované frakce kalcia v krevnim
séru. Hladina kalcia v krevnim séru se u ¢lovéka pohybuje v rozmezi 2,32 az 2,60 mmol/l,
ionizovana frakce ma nepatrné kolisani v rozmezi 1,17 az 1,29 mmol/I (Starka et al. 1997).

Vépnik vstupuje do organismu potravou, vstiebava se v oralni ¢asti tenkého stfeva.
Absorpce kalcia je vétSinou aktivni proces proti koncentraénimu gradientu, jen z ¢asti jde o
diftizi. Oba mechanismy absorpce jsou zavislé na saturaci vitaminem D a koncentrace jeho
biologicky nejaktivnéjSiho metabolitu kalcitriolu. Podil vstiebaného véapniku ¢ini u dospélého
cloveka kolem 50 % pfiijatétho mnoZstvi. Z téla odchazi nevsttebany podil stolici a moc¢i, kde
je exkrece zavisla na difizibilni frakei kalcia, profiltrované glomeruly a na zpétné tubularni
reabsorpci. Za fyziologickych podminek ¢ini toto mnozstvi primérné 100 az 200 mg denné a
nem¢lo by prekrocit 250 mg za den. Mimo to je vapnik vylucovan z téla v malém mnozstvi
potem. Do ECT vstupuje kalcium pfimo po vstiebani tenkym sttevem, dale vyménou z kosti a
po reabsorpci z ledvinnych tubulil, souc¢asné vSak vstupuje z ECT do kosti, do riznych useki
zazivaciho ustroji jako soucast travicich §tav a trvala obmeéna je mezi ECT a ledvinou, ktera
denn¢ profiltruje asi 5000 az 7000 mg vapniku s vydatnou zpétnou tubularni reabsorpci.
Soucasné probiha neustala vyména mezi ECT a kosti, kteréd je v dospélosti za fyziologickych
podminek vyrovnana a ¢ini 500 az 600 mg denné (Starka et al. 1997).

S metabolismem véapniku je spojen metbolismus fosforu. V organismu se ho nachazi
piiblizné¢ 1000 g, z ¢ehoz je asi 58 % v kostech jako anorganicka slozka. Organicky podil
fosforu se ucastni prakticky vSech metabolickych krokli. Fosforylace proteint je regulujicim
procesem Vv prenosu signdlu na bunéfnych membrénach v energetickém metabolizmu,
v bunééném deleni, v replikaci DNA 1 v biosyntéze bilkovin. Za fyziologickych podminek je
hladina anorganického fosfatu v krevnim séru kolem 1,0 mmol/l, vy$si je u déti a pfi
vystupiiovaném metabolickém obratu skeletu. Asi 12 % anorganického fosfatu je vdzéno na
bilkoviny krevniho séra. V pritbéhu dne u téhoz jedince hladina fosfatu zna¢né kolisd, zmény
dosahuji az 50 %, vedle diurnalniho rytmu hlavné v zédvislosti na jidle a pohybu. Vzestup ani

pokles fosfatémie se klinicky bezprostfedné nijak neprojevuje. Vstiebavani fostatu v tenkém
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stieve je velmi efektivni v zavislosti na nabidce. V metabolizmu fosfatu a regulaci fosfatémie
se uplatiuje predevSim ledvina. Z glomerularniho filtrdtu se zpétné reabsorbuje
v proximalnim tubulu 85 az 90 %. Tento pochod probihd pod kontrolou parathormonu.

Hranice fyziologickych ztrat moci jsou Siroké, a to 20-60 mmol za den (Starka et al. 1997).

1.4 Regulace kalcio-fosfatového metabolismu

K hlavnim biologickym regulatorim kalciového metabolismu patii vitamin D. Spolu
s parathormonem (PTH) a kalcitoninem (CT) je odpovédny za udrzovani kalciové a fosfatové
homeostdzy. Na signalizaci hladiny vapniku v parathyreoidni zlaze se podili rovnéz kalcium

senzitivni receptor (CaSR) (Sotornik 2011).

1.5. Vitamin D

Vitamin D (smés vitaminu D2, ergokalciferolu a vitaminu D3, cholekalciferolu) je
pfijiman potravou nebo ozafenim UV svétlem o vinové délce 290 aZz 320 pm fotochemickou
reakci ze 7-dehydrocholesterolu obsazené¢ho v kuzi. Vitamin D je rozpustny v tucich.
Absorbuje se predevSim v proximalnim useku tenkého stfeva, pficemz absorpci pozitivné
ovlivituji zlu€ové kyseliny, s nimiz tvofi komplex. Dalsi pfeména vitaminu D, kterou vedou
k latkim hormondlni povahy, se odehravaji v jatrech a ledvinach. Z krve je vitamin D
transportovan do jater, kde se hydroxyluje na 25-hydroxycholekalciferol, neboli kalcidiol
zkracené oznacovany 25(OH)CC nebo 25(OH)D. Jiz tento metabolit je biologicky t€inngjsi
nez mateiska latka. V ledviné se 25)OH)CC konvertuje na nejucinnéjsi metabolit kalcitriol
hydroxylaci. Kalcitriol, neboli la, 25-dihydroxycholekalciferol se zkracené¢ oznacuje jako
1025(0OH)2CC nebo 1025(0OH)2D ma mnohonéasobné vyss$i biologickou uc¢innosti nez
matetskd latka nebo kalciferol. Kalcitriol ve stfevni sliznici indukuje syntézu vazebného
proteinu (CaBP) pro pfenos vapniku z lumina stfevni st€énou do krve. V ledviné reguluje
kalcitriol exkreci kalcia a fosfatu (Sotornik 2011).

Receptor pro kalcitriol se mimo tfi zdkladni systémy (ledviny, kost a stfevo) vyskytuje
v fad¢ dalSich tkani, zejména endokrinniho a imunitniho systému. Kalcitriol ma vliv na
fagocytarni schopnost leukocytii, na aktivované B a T lymfocyty a na rist a diferenciaci
bun¢k kostni dfené. Syntéza aktivniho metabolitu je regulovana parathormonem, hladinou
vapniku a fosfat v krvi. Vitamin D se uplatiiuje v regulaci bunééné diferenciace, proliferace
a apoptoze. Podili se v usidlovani T lymfocyt v tkénich a v produkci specifickych izotypt
protilatek (Mora et al. 2008). Déle snizuje proliferaci B bunék, diferenciaci plazmatickych

bunék a sekreci imunoglobulinu izotypu IgG mononukledrnimi bunikami. (Lemire et al. 1984,
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Chen et al. 2007) Pfimé poSkozeni B bun€k cytokiny a jinymi zanétlivymi agens je jeden
z hlavnich patogenetickych mechanismti diabetu 1. typu. Vitamin D3 brani tomuto poSkozeni
tim, ze blokuje indukci povrchovych receptorii pro cytokiny (Riachy et al. 2010). Vyssi
hladina vitaminu D je asociovdna sniz§im rizikem rozvoje diabetu 2. typu. Nalezeni
optiméalni hladiny vitaminu D3 se zd4d byt jako jedna zmoZnych strategii prevence

onemocnéni (Liu et al. 2010).

1.6. Parathormon

Parathormon se skldd4d z 84 aminokyselinovych zbytkl v urcité, pro dany Zivocisny
druh specifické sekvenci. Ma relativni molekulovou hmotnost kolem 9500. PTH vznika
v hlavnich bunikéch pfistitnych télisek, kde se mize skladovat v sekre¢nich granulich a odtud
podle potieby uvolilovat do ob&hu. Parathormon (PTH) ptedstavuje kalciotropni hormon.
Fyziologickou funkci PTH je pfedev§im udrzeni kalciofosfatové rovnovahy. Jeho sekrece je
stimulovana poklesem ionizované hladiny kalcia, na zakladé negativni zpétné vazby.
Parathormon ptsobi na urovni ledvin, kde snizenim zpétné reabsorpce fosfath zvysSuje
fosfaturii se vznikem nésledné hypofosfatémie. Soucasné zvysuje tubularni reabsorpci kalcia.
Na urovni kosti akcentuje PTH aktivitu osteoklastli a resorpci kosti. V ledviné se mimo to
uplatiiuje PTH jako tropni hormon pii stimulaci konverze 25-hydroxycholekalciferolu na
kalcitriol tim, Ze aktivuje specifickou lo-hydroxylazu v mitochondriich korovych bunék.
Timto PTH nepfimo pozitivné ovliviiuje vstiebavani vapniku v tenkém stievé, a touto cestou
opet zajistuje vstup kalciovych iontl do ECT. Sekrece PTH je tedy fizena aktualni hladinou
ionizovaného kalcia v ECT, takze pfti jejim poklesu sekrece PTH ihned stoupa. Vydej PTH je
ovliviilovén 1 ionty hot¢iku. Urcitd hladina Mg sekreci tlumi. Sekrece PTH je stimulovana i
beta-adrenergni stimulaci prostfednictvim cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). PTH
aktivuje adenylatcyklazu cilovych bunék a jako druhy posel v pienosu signalu ptisobi cAMP a

kalciové ionty (Starka et al. 1997).

1.7. Kalcitonin

Kalcitonin (CT) je proteohormon, obsahujici 32 aminokyselinovy zbytkl
s disulfidickym mustkem mezi 1. a 7. uhlikem. Relativni molekulovou hmotnost ma kolem
3500. Kalcitonin je syntetizovan a secernovan parafolikuldrnimi bunkami S§titné Zlazy,
zvanymi C-bunky, které pochazi z neuroektodermu a v dobé vyvoje putuji do §titné zlazy. Ve
Stitné Zlaze jsou C-buniky rozptyleny ve stfednich a hornich partiich lalokli, obvykle chybi

v isthmu Zlazy. Kalcitonin je ve své hypoklacemizujici funkci antagonistou parathormonu.
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Vedle hypokalcemizujiciho efektu plisobi CT také hypofosfatémii a zvySuje exkreci vSech
ionta z téla ledvinou. CT ma podobné jako PTH tfi hlavni cilové organy, na které ptlisobi
s kone¢nym ucelem snizit hladinu kalcia a dalSich iontd v ECT. Hlavni biologicky efektu se
uplatiiuje na kosti, kde CT blokuje resorpci mineralu inhibici osteoklastické aktivity. CT
ovliviluje nejen mineralni, ale i organickou komponentu skeletu. Na rovni ledviny sniZuje
CT tubularni reabsorpci iontil a v GIT dalSich minerald. V centralnim nervovém systému se
uplatiuje analgeticky, vazodilatatni a anorekticky vliv celé rodiny kalcitonini. Za
fyziologickych poméra je hladina CT nejvyssi u novorozenct a kojencti. Pomérné vysoké
hladiny jsou v détském véku a v dobé maximalniho ristu. V dospélosti hladina CT
z pti¢in involu¢nich zmén na kostech (rozvoje osteopordzy). Protoze po odstranéni §titné
zlazy nevymizi CT zcela z krevniho ob¢hu, je zfejmé, Ze je syntetizovan v malém mnozZstvi i
v nékterych jinych buiikdch neuroektodermalniho ptivodu. Trvaly nedostatek CT se vSak
muze projevit negativné na kosti, které nejsou chranény pied rozvojem osteoporozy.
Extrémné vysoké hladiny CT vSak nevedou ke zménam koncentrace kalcia v ECT, ani
k osteosklerdze s patologicky zvySenou mineralni slozkou. Vysvétluje se to tzv. unikovym
fenoménem, kdy pii nadbytku hormonu kles4d vyrazné pocet receptorovych mist na butice

cilové tkdn¢ (down-regulation (Starka et al. 1997).

1.8. Kalcium senzitivni receptor

Kalcium senzitivni receptor (CaSR) je 1078 aminokyselin dlouhy s G proteiny spojeny
receptor (G-protein-coupled receptors, GPCRs) pattici do C rodiny.

1.8.1. Rodina receptorii spojena s G-proteiny

GPCRs je slozena ze 3 podrodin, kde je zndmo vice nez 20 % aminokyselin v jejich
transmembranové doméng¢, ktera je slozend ze 7 membranovych oblasti. Skupina 1 se sklada
z metabolotropickych glutamatovych receptori, mGIluR 1-8, které se nachazi v CNS, kde se
vazi na excitani neurotransmitery, tj. glutamat. Druhad skupina obsahuje vomeronasalni
receptory (VRs) a déle receptory chutové a ¢ichové. VRs jsou vyjadieny pouze v hlodavéim
vomeronasalnim senzitivnim organu, kde reaguji jako feromony pudového chovéni. Skupina
3 se sklada z gama-aminobutyrovych kyselinovych receptorit (GABAg), které vazi a aktivuji
neuroinhibitory GABAg, Receptor GPRC6A, ktery patii také do C-rodiny, se nejvice podoba
kalcium senzitivnimu receptoru. GPRC6A véze a aktivuje L-a-kyseliny a jiné ligandy vcetné

vapniku (Hendy et al. 2009).
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1.8.2. Gen pro kalcium senzitivni receptor

Gen pro CaSR je lokalizovan na dlouhém raménku tfetiho chromozomu (3q13.3-21),
(Janicis et al. 1995). Sklada se z vice nez 45 kb genomické DNA. Je sloZzen ze sedmi exonil a
Sesti introntl (Barety et al. 1995). Prvni exon je nekodujici, zbylych Sest exonid obsahuje 3234
kodujicich part nukleotidovych bazi (viz obr. 1). Pocateni ¢ast sedmého exonu koduje
zbyvajici Casti CaSR, ktery se skladd ze 7 transmembranovych domén spojenych
intraceluldrnimi a extraceluldrnimi klickami a z karboxy-termindlni intraceluldrni domény. 3 -
konec sedmého exonu se nepiepisuje (Pearce et al. 1995). V obou promotorech CaSR genu
byly zjistény vitamin-D responsibilni elementy (VDREs). Maji za ukol regulovat expresi genu
a ovliviyji alternativni sestfih jeho transkriptu. Kalcitriol se vaze na oba promotory a tim

zvySuje expresi CaSR genu (D‘Souza-Li et al. 2006, Canaff et al. 2002).

exon 4 exon 7
exon 1

| |

rs 139189 rs 1042636

Obrazek 1: Gen pro kalcium sensitivni receptor

je lokalizovan na dlouhém raménku tietiho chromozomu (3q13.3-21). Sklada se z vice nez 45 kb
genomické DNA. Je slozen ze sedmi exont a Sesti intrond. Prvni exon je nekddujici, zbylych Sest
exontl obsahuje 3234 kodujicich para nukleotidovych bazi. Sipky ukazuji lokalizaci nami studovanych

polymorfizmd.

CaSR se sklada se ze ti Casti:

1) z extracelularni domény (ECD) — za¢ind od aminotermindlniho konce proteinu a obsahuje
612 aminokyselin. Tato ¢ast vaze ligand, tj. extracelularni kationy vapniku. Koncové ¢ést
ECD, ktera navazuje na transmembranovou doménu, je bohatd na rezidua cysteinu a zajistuje
pfenos signdlu. Extracelularni ¢ast obsahuje devét glykosylacnich oblasti, kde dochazi

k dozravani (glykosylaci) proteinu. CaSR se tak vyskytuje extracelularné ve tfech formach:
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jako 120 kDA neglykosylované pravé transplantované proteiny, dale jako 140 kDA c¢astecné
glykosylované nezralé receptory a jako 160 kDa plné glykosylované receptory (Garret et al.
1995).
2) z centralni domény (CD) — sklada se z 250 aminokyselin a tvoii 7 transmembranovych
domén pojenych tfemi intra- a extra-celularnimi klickami. Urcité oblasti druhé a treti
intracelularni klicky jsou zapojeny do aktivace fosfolipazy C (Chany et al. 2000,Brown et al.
1997, Garret et al. 1995).
3) z intraceluldrni domény (ICD) - je tvoiena 216 aminokyselinami a vdze se na G-proteiny.
Ovliviiuje uroven exprese receptoru na cytoplazmatické membrané (Lienhardt et al. 2000).

Kalcium senzitivni receptor je exprimovan pievazné v pristitnych téliscich a
tubularnim systému ledvin. Déle je exprimovan v C-bunkéch §titné zlazy, tenkém stieve,
kosti, kostni dfeni, mozku epidermis a v buiikdch epitelu o¢ni co€ky. Podle aktudlni
plazmatické koncentrace kalciovych iontl reguluje vylucovani parathormonu a reabsorpci
kalcia v ledvinnych kandlcich. Malé ionty kalcia predstavuji ligand kalcium senzitivniho
receptoru. Prenos signdlu je zprostiedkovan G-proteiny. G-proteiny se sklddaji z nc¢kolika
podjednotek a jsou spojeny s aktivaci nebo inhibici n€kolika bunécnych signalnich drah
v cytosolu bunky. Fosfolipdiza C (PLC) je aktivovana ptes podjednotku Gq, coz vede
k produkci inositol-1,4-trifosfatu (IPs), ktery se tvoii Stépenim fosfatidylinositol-4,5 bisfofatu
(IP3). Akumulace IP3 uvolnuje kalciové ionty z intracelularnich zasob, coZ vede k inhibici
hormonalni sekrece v buiikéch pfistitnych télisek (Brown et al. 2005).

Snizeni koncentrace plazmatického ionizovaného kalcia vede k inaktivaci receptoru a
je bezprostiedné nasledovano rychlou sekreci parathormonu buiikami pfistitnych télisek a
zvySenim plazmatické koncentrace hormonu. Sekundarni a terciarni hyperparathyredza
vznikne, jestlize hypokalcémie pietrvava delSi dobu. Dojde totiz k aktivaci bunétné
proliferace a nasledné hyperplazii tkané pfistitnych télisek. V ledvinové kite je CaSR
exprimovan na bazolateralnim povrchu bun€k vzestupného raménka Henleho klicky. Pfimo
reguluje exkreci véapniku a vody v ledvinnych tubulech a nepfimo ovliviluje sekreci
parathormonu pfiStitnymi télisky. Zména koncentrace drasliku vyvola intralumindlni zménu
potencialu, kterd ovlivni mezibunéény transport. Draslikovy kandl je fizen pomoci kalcium
senzitivniho receptoru. Aktivace CaSR napomdha zvysit vylu¢ovani vapniku moci (Chen et
al. 2004, Brown et al. 1997).

CASR je zapojen do kontroly humoralni bunééné proliferace a diferenciace v n€kolika
tkanich (kromé parathyroidni Zzlazy). Zmény vyjadieny v CaSR expresi se uplatnily v

parathyroidni neoplézii, novotvaru prsu, prostaty a rakoviny tlustého stfeva (Chakravarti et al.
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2008, Saidak et al. 2009). CaSR je exprimovan v epitelu stieva a reguluje bunécnou
proliferaci a diferenciaci. Buiiky v kryptach tlustého stteva ziskaly expresi CaSR diferenciaci
a migruji smérem k vrcholu krypty. CaSR exprese je slabd nebo uplné¢ chybi v rakoviné
zménéném tlustém stfevé, a tim nepfimo souvisi s diferenciaci. Extracelularni kalcium a
1,25(OH),;D nereguluje inhibitor cyklin-dependentni kindzu a CaSR, p21 a p27. Exprese ve
sttevé a chemoprotektivni aktivita kalcia a 1,25(OH),D v tumor6éznim stfevé muiize byt
castecné zprostiedkovana ptes CaSR (Chakrabarty et al. 2005). CaSR je exprimovan
v normalni a maligni prsni tkani a jeho zvySené hodnoty se nachazi ve vysoce metastatickych
primarné tumordznich prsnich bunikdch a bunéénych liniich. V normélnich prsnich buitkach
aktivace CaSR inhibuje uvoliiovani ristového faktoru a propagatoru kostnich metastaz, PTH
related peptidu (PTHrP) (Mamillapalli et al. 2008). V malignich prsnich buiitkach CaSR
stimuluje onkogenni produkci PTHrP. Vyslednd hyperkalcémie poskytuje potencionalni
stimul k dalsi aktivaci prsniho CaSR a uvoliiuje PTHrP a nastava ,,bludny kruh“ (Sanders
2000). Podobnym zpisobem rozSifené CaSR exprese dochazi ke zméné proliferace u

rakovinnych bunék prostaty Yano et al. 2004 (Yano et al. 2004, Sanders et al. 2001).

1.8.3. Mutace kalcium senzitivniho receptoru

V soucasné dobé je znamo vice nez 100 rtiznych mutaci a polymorfizmi tykajici se
kalcium senzitivniho receptoru. Mutace v CaSR genu vede bud’ k aktivaci, nebo inaktivaci
kalcium senzitivniho receptoru. Inaktivaéni mutace zpisobuji familidrni benigni
hypokalciurickou kalcémii (FBHH) a novorozeneckou tézkou primérni hyperparathyre6zu
(neonatal severe primary hyperparathyroidism, NSHPT). Familiarni benigni hypokalciuricka
hyperkalcémie se piendsi autozomalné dominantné, pacienti s manifestni FBHH jsou
heterozygoty pro inaktivaéni mutaci. Dominantni typ d&di¢nosti je podminén
haploinsuficienci CaSR genu, kdy wild-typ (nemutovany receptor) produkovany jednou
»zdravou® alelou, neni schopen zajistit dostateCnou funkci, ale je dostateCny pro pieziti.
Chorobu charakterizuje tnava, slabost a cefalea, vzacné se vyskytuje hyperkalcémie,
urolitidza, rendlni insuficience a hypertenze (Gunn et al. 2004). Novorozenecka tézka
primarni hyperparathyre6za byla definovana jako symptomaticka hyperkalcémie se skeletalni
manifestaci hyperparathyre6zy. Novorozenci netoleruji stravu, jsou hypotoni¢ti a pro
mnohocetné fraktury Zeber trpi respiracni tisni. Hladiny parathormonu byvaji enormné vysoké
a vedou k zivot ohroZzujici hyperkalcémii (Marx et al. 1985).

Mezi aktivaéni mutace patii autozomalné dominantni hypokalcémie s hyperkalciurii,

ADHH a Barttertiv syndrom V. typu. Autozomaln¢ dominantni hypokalcémie s hyperkalcurii
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se projevuje kieCemi, parestéziemi, laryngospasmy. Hladina parathormonu je lehce sniZena.
Vyskytuje se hypokalcémie a hyperfosfatémie. Pokud by pacienti byli 1é€eni vitaminem D,
muze u nich dojit k nefrolitidze nebo k rendlnimu selhani. Vitamin D vede k vyS$si expresi
mutovanych kalcium senzitivnich receptori. (VDREs v promotorech CaSR genu)
v ledvinnych tubulech (Lienhardt et al. 2001). Bartteriv syndrom V. typu je heterogenni
choroba podminénd nedostate¢nou absorbci sodiku a chloridd tubuldrnim systémem ledvin.
Projevuje se hypokalémii, metabolickou alkalézou, jsou patrny zvySené hladiny aldosteronu a
reninu. Bartteriv syndrom se projevuje uvedenym fenotypem, ktery je podminén velmi
heterogennim genotypem. V pifipadé V. typu je spojen s ndlezem né€kolika aktiva¢nich mutaci
v CaSR (Obermannova & Sumnik 2009).

Mezi dal$i onemocnéni spojend s poruchou CaSR patii autoimunitni hypoparathyre6za
(AH) a autoimunitni hypokalciurickd hyperkalcémie. Autoimunitni hypoparathyreéza se
projevuje hypokalcémii a hyperfosfatémii na podkladé deficitu parathormonu daného
autoimunitni destrukci pfistitnych zldz. Epitop pro tvoru protilaitek je lokalizovan
v extracelularni doméné kalcium senzitivniho receptoru. CaSR je kliCovym antigenem
v rozvoji imunitni odpovédi proti tkani pfistitnych zlaz (Li et al. 1996). Autoimunitni
hypokalciurickda hyperkalcémie vznika aktivaci ECD receptoru autoprotilatkami, které
interferuji s jeho normalni aktivaci. Vedou ke stejnému fenotypu jako u familiarni
hypokalciurické hyperkalcémie — k hyperkalcémii, hypokalciurii a nesuprimované hlading
parathormonu. Porucha v§ak neni zplisobena mutaci v genu pro CaSR.

V soucasné dob€ se u nékterych pacientli s autoimunitnimi poruchami, jako sprue
nebo autoimunitni onemocnéni §titné zlazy ptitomné ve fenotypu FBHH takzvanou ziskanou
hypokalciurickou  hyperkalcémii (AHH) proveéfuji naptiklad promotory a introny a
delece/inzerce (AHH) (Cole et al. 2009, Makita et al. 2007, Pallais et al. 2004).

1.8.4. CaSR polymorfismy

Tfi SNPs v sedmém exonu maji zakdédovanou zménu aminokyselin v karboxylové
casti CaSR proteinu (Odelbert et al. 1996). Nejcastéjsi zameéna SNP je ¢.2956 G > T, vysledna
serinova substituce za alanin -986. Dalsi SNPs ¢.2968 A > G a ¢.3031 C > G, zakodované
glycinovou substituci argininem 990, resp. glutamatova substituce glutaminem 1011. Jejich
role v patogenezi onemocnéni se stale zkouma. Rozsahla etnicka rozdilnost v jejich frekvenci
a existence jejich nerovnomérnych vazeb mezi nimi ztéZuje vyzkum jejich G€inkt (Scillitani

et al. 2007, Scillitani et al. 2004). PGvodni prizkumy naznacuji vzrist koncentrace kalcia u
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986S alely. Na druhou stranu studie s negativnimi vysledky jsou mozna zkresleny jevy
zivotniho prostiedi. Nékteré studie ukazuji na malou, ale vyznamnou korelaci mezi genovymi
polymorfismy A986S a R990G a fenotypem. Zatimco varianta 986S je Cast€j$i u pacientd
s PHPT, varianta 990G je predispozi¢ni k rendlni litidze, nebot’ u idiopatické hyperkalciurie
vede ke snizovani kalciové exkrece a ke snizené funkci ledvin. V souladu s rozsifenou expresi
CaSR je dokazano, ze varianty A986S, R990G, Q1011E a jiné jsou spojovany s rozmanitymi
fenotypy zpisobujicimi kostni a mineralni poruchy (Tobin et al. 2008, Marz et al. 2007,
Kelly et al. 2006, Vezzoli et al. 2002). Asocia¢ni studie ukézaly CaSR varianty jako
predikatory hypertenze, kardiovaskuldrnich chorob, rakoviny, chronické pankreatitidy a
Alzheimerovy choroby. Poskytly dikaz o roli CaSR genu u téchto chorob (Conley et al. 2009,
Jung et al. 2009, Tobin et al. 2008).

Nékolik zahrani¢nich studii se zabyvalo moznosti vlivu mutace genu CaSR na vliv
idiopatické generalizované epilepsie. ItalSti védci naznacili moZnou souvislost kalcium
senzitivniho receptoru na kostni denzitu. Pacienti trpé€li idiopatickou hyperkalciurii. Jednalo
by se o polymorfismus ALA 986 SER (Vezzoli et al. 2002). Italsti védci vyloucili ucast
kalcium senzitivniho receptoru a receptoru pro vitamin D na patogenezi nefrolitidzy (Vezzoli
et al. 2011). Naopak tym belgickych védci se domniva, ze kalcium senzitivni receptor
zvysuje riziko rozvoje Pagetovy choroby (Yan Jenny Chung et al. 2011). Bohuzel se
prokdzala pfimé souvislost mezi VDR Bsml polymorfismem a rakovinou prostaty. (Szendroi
et al. 2011) Kalcium senzitivni receptor byl spojeny se snizenim rizika karcinomu rekta, resp.
kolorektalni neoplazie. Jeho piima role v karcinogenité vSak nebyla dosud objasnéna (Jakobs

et al. 2010).
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2. CILE
2.1. Hypotéza

Kalcio-fosfatovy metabolismus hraje roli pii rozvoji chronickych diabetickych

komplikaci. Dysbalance tohoto metabolismu indukuje ledvinovou insuficienci u diabetiki,

zvlasté 2. typu. Klicovy vyznam zde mlZe mit kalcium sensitivni receptor (CaSR), ktery

ovlivituje kalciovy metabolizmus, a proto se pravdépodobné podili i na intrabunécné

signalizaci a metabolickych pochodech, které vedou k proliferaci extracelularni matrix a

k pocatku diabetické nefropatie.

2.2. Vlastni cile — metodika prace

1)

2)

3)

Vysetreni genotypu pro alelové polymorfizmy genu pro CaSR u vsech skupin pacientii
a kontrolni skupiny.

Kalcium senzitivni receptor byl vybran jako kandidatni gen pro diabetes mellitus.
Protoze se podili na kalcio-fosfaitovém metabolizmu, ktery je naruSeny pii rGznych
typech ledvinovych onemocnéni, byl zkouméan ptedev§im jeho vztah k diabetické
nefropatii a k diabetu viibec. Byla porovndvéana skupina diabetiki 1. a 2. typu, skupina
s chronickym ledvinovym onemocnénim, skupina nefropatikii nediabetického typu se
zdravymi pacienty, tj. kontrolni skupinou. Piedpoklddame vztah zkoumanych
genotypu k uré¢itym onemocnénim.

Statistické vyhodnoceni zkoumanych genotypii a haplotypii CaSR a posouzeni
moznosti uplatnéni v prediktivni diagnostice.

Metabolismus vapniku predur¢oval moznou tivahu o uplatnéni kalcium senzitivniho
receptoru jako mozného inhibitora nebo stimulatora patogeneze onemocnéni.
Predpokladame vztah mezi genotypem a chorobou, tj. mél by byt rozdil mezi
homozygotem a heterozygotem.

Urceni hladiny genové exprese CaSR v plné krvi u vybranych pacientii na urovni
mRNA pomoci kvantitativni RT - PCR.

Predpokladame zvySenou genovou expresi u diabetické nefropatie a diabetiki —

organizmus se musi vyrovnat se ztratami kalcia.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pouzivané laboratorni vybaveni

3.1.1. Laboratorni pristroje

Autoklav Systec DE-23, Systec, Germany

Chlazena centrifuga Z300 K, Hermle, Némecko

Kombinovand lednic¢ka, Whirpool, USA

Laminarni box Aura Mini, BioAir, Italie

Laminarni box CleanAir, Scholler, Némecko

Minicentrifuga Z 100M, Hermle, Némecko

Mrazici box Premium U410, New Brunswick Scientific, Velka Britanie

Nanophotometr, Implen, Némecko

Systém pro elektroforézu Thermo Scientific OWL A1, Biotech, Praha

Zdroj napéti pro elektroforézu, Major Science, USA

Termostat BT 120 M, Laboratorni piistroje Praha, Cesko

ThermoCycler C1000, Bio Rad, USA

Mikrovlnna trouba, Zanussi, Italie

Stolovy vortex, Scientific Industrie, USA

Digitalni vahy 40 SM - 200 A, Precisa, Svycarsko

LabCycler SensoQuest, Scholler, Némecko

7000 SDS ABI Prism, Applied Biosystem, USA

3.1.2. Laboratorni pomiicky

Automaticka pipeta jednokanalova Biopette A (1000 — 5000), Labnet , Polsko

Automatické pipety jednokanalové Discovery ( 0,1 -2, 2 - 20, 20 - 200, 100 - 1000)
(PZ HTL), Lab Solution, Polsko

Automatickd pipeta osmikanalova Discovery' (1-10), PZ HTL, Polsko

Obecny spotiebni material: Spicky, zkumavky, ependorfky, desticky, rukavice...

3.1.3. Pouzivané pocitacové programy

GeneSnap, Syngene, Velka Britdnie

NanoPhotometr " PVC Software 5.2.2.2, Implen, Némecko

Kodak Molecular Imaging software, verze 5.0., Kodak, USA

7000 Sequence Detection Software 1.2.3., Applied Biosystem, USA
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GraphPad Prism 3.0 (voln€ dostupna verze)

3.2. Pouzivany material

3.2.1. Pufry a roztoky
Agarozova gelova elektroforéza

TBE puft:

Loading Dye 6%, Fermentas, Kanada

3.2.2. Enzymy

Restrik¢éni enzymy

BseRI

MultiSribe Reverse Transcriptase
Modifika¢ni enzymy

Tag DNA polymeraza

3.2.3. Komer¢ni soupravy a standardy

PCR reak¢ni kit, Fermentas, Kanada

QIAamp RNA Blood Mini Kit
QIAamp DNA Blood Mini Kit

890 mM TRIS baze
890 mM Kkys. borita
20mM EDTA pH=8
0,25 % bromfenolova modf

0,25 % xylencylonova modft, 30 % glycerol

TaKaRa , Japonsko

Applied Biosystém, USA

Fermentas, Kanada

Tag DNA Polymeraza 500u / pl
10 x Tag Buffer with (NH4),SO4
10 x Tag Buffer with KCI

25 mM MgCl,

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits

3.2.4. Chemikalie
Agardza
Dodecylsulfat sodny
Etanol (96%, 70%)
GelRed

Chlorid sodny

Serva, Némecko
Sigma Aldrich, USA
FNKV, CR
Biotium, USA

Serva, Némecko
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3.2.5. Pouzité oligonukleotidy a sondy

Gen CASR: genova typizace

SNPI1 rs13931899 — intron 4 - testovan pomoci RFLP:
Primer 1: 5-CAGAAGGTCATCTTTGGCAGCGGCA-3

Primer 2: 5-TCTTCCTCAGAGGAAAGGAGTCTGG-3
Restrikéni enzym: BseRI
Fragmenty o velikosti:

homozygot TT 320 bp

homozygot CC 260 + 60 bp

heterozygot TC 320 + 260 + 60 bp

SNP2 rs1042636 — kodon 990 — testovan pomoci Tagman sond (Applied Biosystem, USA):
Primer 1: F5-CAAGGACCTCTGGACCTCCCTTTGC-3

Primer 2: R5-GACCAAGCCCTGCACAGTGCCCAAG-3

Préba:
TAATTGGCTGCATAATCGGGCGCCAJA/G]JGGCGCCAACATTAATGAGATCCGCC

Gen CASR: genova exprese
- testovana pomoci Tagman sond (Applied Biosystem, USA) - Hs01047793

Endogenni kontroly: - testovany f aktin, cyklofilin, HuTBP, RPS 13
- vybran RPS 13 - vyrobce Applied Biosystem, USA, Hs01011487 gl

3.3. Soubor pacientii

Soubor pacientli predstavuji jedinci evidovani ve Fakultni nemocnici Kralovské

Vinohrady v Praze. Cast souboru je tvofena némeckymi pacienty, ktefi jsou evidovani ve

Fakultni nemocnici v Mannheimu. Kontrolni soubor, ktery postihuje prifez populace,

pfedstavuji zdravi darci krve a zaméstnanci 3. Lékaiské fakulty v Praze. Do studia byli

zafazeni pacienti, ktefi spliuji urcitd vstupni kritéria (viz tab. 4). Skupina T1D a T2D je

tvofena diabetiky 1. a 2. typu bez komplikaci ledvin. Skupina NDRD je tvofena diabetiky 2.

typu s nediabetickym rendlnim onemocnénim. Skupina DN je tvofena diabetiky 2. typu s

diabetickou nefropatii. Skupina CKD zahrnuje nediabetické pacienty s chronickym rendlnim

onemocnénim.
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Tabulka 4: Charakteristika pacientii — rozdéleni podle véku a pohlavi

skupina T1D T2D DN NDRD CKD ZK
n pacientli ve skupiné 41 106 110 52 72 96
primérny vek 45/20 64/ 89 70/70 79/86 65/65 40/40
veékovy rozptyl 24-68 45-85 41-80 51-89 45-72 21-70
pohlavi 28 zen 14 Zen 40 zen 28 Zen 28 zen 57 Zen
13muzd | 92 muz | 70 muzi | 28 muzd | 44 muzd | 39 muzi

NDRD = nefropatie nediabetického typu, DN = diabeticka nefropatie, T1D = diabetes 1. typu, T2D =
diabetes 2. typu, CKD = chronické renalni insuficience, n = pocet pacienti, ZK = zdravé kontroly.
Polozka primérny vék: primérny vék zen / muza.

3.4. Metodika prace a postupy

3.4.1. Genotypizace polymorfizmi genu CaSR
3.4.1.1. Izolace DNA

Na izolaci DNA byla pouZita plné nesrazliva periferni krev s EDTA, bud’ ¢ersva nebo

zmrazena na -20 °C. K samotné izolaci byl vyuzit QIA amp DNA blood Mini Kit nebo
vysolovaci metoda dle Millera (MILLER ef al. 1988).

3.4.1.1.a) izolace pomoci QIA amp DNA blood Mini Kitu dle pokynti vyrobce:

1.

3.

Bylo nepipetovano 20ul QIA GEN Protease do 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky,

bylo ptidano 200ul vzorku plné krve a po té ptidano 200ul lyzacniho roztoku Buffer AL.

Pak byl vzorek kratce zvortexovan a inkubovan v termostatu 10 minut pii 56°C.

Poté bylo ptfidano 200ul 96% etanolu a opét byl vzorek kratce zvortexovan. Nasledovala

centrifugace 1 min 6000 g, QIA amp kolonka byla umisténa do nové sbérné zkumavky,

zkumavka obsahujici filtrat byla odstranéna.

Na QIAamp kolonku bylo ptidano 500ul AW1 pufru, po té byla provedena centrifugace 1

min pi1 6000 g. Opét byla premisténa kolonka do €isté sbérné zkumavky. Zkumavka

s filtratem byla odstranéna.

Do kolonky bylo ptidano 500 pul AW?2 pufru, po té byl vzorek centrifugovan 3 min

180000 g. Kolonka byla pfemisténa do 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky. Byla

odstranéna sbérna zkumavka s filtratem.
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5. Do kolonky bylo ptidano 200 ul AE pufru, po té nasledovala 1 minutové inkubace pfi
pokojové teploté. Vzorek byl centrifugovan 1 min 6000 g

3.4.1.1.b) izolace vysolovaci metodou

Postup:

1. K 0,5 ml krve s roztokem EDTA bylo pfidano 1 ml RCLB, promichéno v ruce po dobu
30s, stoceno 3 min pii 16 000 x g otacek, byl slit supernatant. K sedimentu bylo pfidano
234 ul WCLB, nesuspendovan sediment a piidano 40 ul 10% SDS a 15 pl Proteinase K

2. Byl ptidan 1 ml H,0 k sedimentu, opakované promyty, ependorfka byla zbavena zbytku
supernatantu, na ota¢ecim rotatoru byla provedena inkubace 30 min pii 55 0C, poté
zchlazena na pokojovou teplotu. Bylo pfidano 100 ul 6M NaCl, 15s promichano v ruce,
nasledné¢ stoeno 6 min na centrifuze, nepipetovan supernatant do nové ependorfky

3. Supernatant byl smichan s 1 ml ¢istého etanolu, lehkym obracenim ependorfky bylo
dosazeno vysrazeni DNA, nasledné sto¢eno 3 min na centrifuze, poté byl slit supernatant.
K sedimentu bylo ptidano 1 ml 70% etanolu, poté 3 min byla DNA promyta na koloto¢i,
stocena 3 min na centrifuze a nasledné byl slit supernatant

4. Byla vysusena DNA a poté rozpusténa ve 100 pl H,O

3.4.1.2. Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a Cistota DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci nanometru.
Absorpéni maximum pro nukleové kyseliny je 260 nm, pro proteiny 280 nm. Cistota DNA se
stanovuje pomerem absorbance Ajgp/Azgoa Azeo/Asa.

Parametry Cistoty DNA:
Aze0/ Azso
Aaeo/ Azao

v

1,7
1,5

V

3.4.1.3. Polymerazova fet€zova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda amplifikace urcitého useku DNA.
Useky, které se maji namnozit, musi byt ohrani¢eny primery. K syntéze nového vlakna DNA
se pouziva termostabilni Taq polymeréaza bakterie Thermus aquaticus.

Komponenty PCR reakce:

e Templatovd DNA — studovand DNA nebo jeji ¢ast, kterou chceme namnozit

e DNA polymeraza — enzym, ktera buduje novy fetézec DNA podle vzoru templatu

e PCR pufr — udrzuje stabilni pH a obsahuje chemikalie pro optimalni aktivitu a stabilitu
DNA polymerazy
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e MgCl, — Mg *" ionty slouzi jako kofaktor DNA polymeréazy

e dNTP (nukleotidy) — smées deoxynukleosid trifostata (dATP, dGTP, dCTP,dTTP),
zakladnich stavebnich jednotek DNA

e primery- oligonukleotidy (kratké useky jednotetézové DNA), zpravidla o délce 10-15 bazi
parujici se s komplementarni sekvenci v templatové DNA a slouZici jako poc¢atecni misto
replikace DNA, bez kterého by se DNA polymerdza nemohla zacit syntézu nového

fetézce. K extenzi primeru dochazi ve sméru 5'—3nové vznikajiciho vlakna.

Slozeni reakce pro jednu PCR (ul):

Taq polymeraza (SU/pl).........c.ooooeiiiiinn. 0,2
Reverse Primer (100uM)..............ceeeeeee 0,2
Forward Primer (100uM)....................... 0,2
MgCl (25mM)...oiiiiiiiiiiiiee e, 2
ANTP ZmM)..ooeiiiiiiiiiiiiia 1,25
Taq Buffer (NH4),SO4(10X).......ccevvnnnnns 2,5
Vod oo 17,25

K celkovému objemu 23,5 pl reakéni smési bylo ptidano 1,5 ul DNA.

Smés byla ptipravena na ledu, jako posledni byla napipetovana Taq polymerdza.

Kroky PCR:
o pocate¢ni denaturace: 94 °C, 5 min
° nasledna denaturace: 94 OC, 30s
J nasednuti primera: 68 °C, 30s
J syntéza DNA (elongace): 72 °C, 30s
o konec¢na elongace: 72°C, 5 min
o zchlazeni PCR reakce: 4°C.

Stiidanim teplot dochazi k exponencidlnimu mnoZeni pozadovaného useku DNA

vymezeného dvojici pouzitych primerd. Pocet cyklid u PCR byl 35.

Optimalizace PCR
Abychom vytvofili nejvhodnéjsi podminky pro PCR reakci, bylo tfeba stanovit
anylaéni teplotu primerti. Byla vyzkousena teplota pii 58°C, 60°C, 63,5°C, 66,2°C a 68°C.

Nejlépe se osvédéilo nasednuti primert pii 68°C (viz obr. 2).
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66,2 °C 68 °C

Obrazek 2: Vysledek optimalizace PCR. Vybrané vzorky pacientl byly o¢islovany 1- 4. Zkratkou M
byl oznacen zebiicek. Bylo testovano 5 anylacnich teplot. Nejlépe se osvédcila teplota pii 68°C, kde je patrny
pouze zadany PCR produkt o velikosti 320 bp. Pfi nizsich teplotach byly viditelné nezadouci nespecifické
produkty.

3.4.1.4. Polymorfizmus délky restrikénich fragmentu (restriction fragment length

polymorphism)

Polymorfizmus délky restrikénich fragmentd (RFLP) vyuzivd bakteridlnich
endonukledz (restriktdz), které dokazi Stépit DNA, pokud obsahuje uréitou piesné
definovanou sekvenci nukleotidi. Bakterie se pomoci téchto enzymil brani pfed infekei viry.
Virovda DNA miize byt snadno rozstépena, na rozdil od vlastni nukleové kyseliny, ktera je
pfed degradaci chranéna metylaci.

Vlastni postup se sklada z PCR amplifikace urcitého useku DNA a jeho Stépeni
vybranou restriktdzou.Pokud jedna alela ur¢itého genu obsahuje rozpoznavaci sekvenci a jina
ne, bude DNA prvni alely rozstépena, zatimco DNA druhé alely zlstane v celku.Pti
elektroforéze fragmentl pak pro rozstépenou sekvenci nalezneme dva kratsi tseky, zatimco
nerozs§tépena DNA vytvoii v gelu jen jeden prouzek odpovidajici delsi sekvenci o plivodni
délce. U homozygoti budou na obou homolognich chromozomech stejné sekvence pro
restriktazu, tzn. ziskané fragmenty DNA budou mit stejnou délku. U heterozygoti bude na
jednom z chromozoml modifikované restrikéni misto, tzn. ziskané fragmenty budou rtzné
dlouhé. Pokud v rozpoznavaci sekvenci dojde k mutaci, restrikéni enzym ho nerozezné a
molekulu DNA v tomto misté nerozstépi, takZze na gelu bude 1 dlouhy (pomaly) fragment
(misto 2 kratkych, tj. rychlych). Ve St€pnych mistech hledame polymorfizmus a ten pak
interpretujeme jako genetickou podobnost studovanych organismt. Jednotlivé endonukleazy

se lisi podminkami, za nichz optimalné pracuyji.
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Slozeni reak¢ni smési (ul):

Pufr.............. 2,5
H,O............. 14,2
PCR produkt... 8
BseRI............. 0,3

Sm¢és byla pfipravovana na ledu, jako posledni byl opét pipetovan enzym. Celkovy objem

smési byl 25ul. Stépeni probihalo pii 37 °C po dobu 14 hodin.

3.4.1.5. Elektroforetické separace

Pro identifikaci a separaci jednotlivych fragmenti DNA byla pouZita horizontdlni gelova
elektroforéza. Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém
poli ve sméru od zaporné ke kladné elektrod€. Elektronegativita je dana zbytky kyseliny
fosfore€né. Nukleové kyseliny obsahuji negativné nabité fosfatové skupiny. Zapojeni
stejnosmérného proudu putuji nukleové kyseliny k anod€. Vizualizace DNA fragmentl se
provadi GelRed. Pfiblizna velikost DNA fragmentli se uruje porovnani jejich pohyblivosti
s pohyblivosti tzv. velikostnich standardi dostupnych komeréné (Zadak, Kvétina, 2011).

Postup: Byl piipraven 2% gel, tj. 2 g agarozy do 100 ml 1 % TBE pufru (agaroza od firmy
SERVA), gel musel projit varem (cca 3 min), do zchlazeného gelu bylo pfiddno nékolik
kapek (cca 5 pl) interkala¢niho barviva GelRed. Ochlazeny gel byl nalit do pfipravené PCR
nadoby, kde se nechal cca 30 minut, aby ztuhnul. Gel byl zalit 1% TBE pufrem a byly
naneseny PCR produkty (resp. produkty restrikéniho §té€peni) spolu s 6x koncentrovanym

vzorkovym pufrem. Elektroforetickd separace probihala pfi konstantnim napéti 5 V/cm.

3.4.1.6. Genotypizace pomoci TagMan sond

Pro genotypizaci SNP (rs1042636) byla pouzita jedna z modifikaci kvantitativni
polymerdzové tetézové reakce (PCR), tzv. ,real-time PCR* (kvantitativni PCR v redlném

case).

Princip

Pro detekci produktti kvantitativni PCR byly pouzity sondy TagMan. Jedna se o
oligonukleotidy s navdzanou fluorescen¢ni znackou na 5°-konci. Na 3‘-konci se nachazi
nefluorescencni zhaSe¢ a molekula vazajici se do malého Zlabku DNA, tzv. MBP (minor

groove binder). Pokud se zhaSe¢ naléza v blizkosti znacky na 5°-konci, tlumi jeji fluorescenci.
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Naopak pokud se fluorescenéni znacka nachédzi dostate¢né daleko od zhasece, dojde k emisi
fluorescence (viz obr. 3).

V reakci se pouzivaji dvé flourescencné znacené sondy (VIC*a FAM™), Sondy se vazi na
vnitini ¢ast amplifikované sekvence, a pokud vytvoii homoduplex, exonukleazova aktivita
Taq DNA-polymerazy zpusobi oddaleni fluorescencni znacky od zhaSece a dojde k emisi
odpovidajici fluorescence. Detekovand fluorescence urcuje jaky SNP je v amplifikovaném
useku (pokud detekujeme fluorescenci pouze fluorochromu VIC"®, jedna se o homozygota
jednoho typu, pokud detekujeme pouze FAM™, jednd se o homozygota druhého typu, a

pokud detekujeme oba fluorochromy, jedna se o heterozygota.

W@ﬁ’wﬁ@ mO . Mo

Match Mismatch
Allele 'ﬁ - )
2 (i; ™7 Bés WE
[N
Match Mismatch
Legend

Monflworesceant =
@ VIC aya guencher AmpliTag
5 Gold ONA
Minor groova P =5
@ &-FAM dye @_\‘ . ey

oinder

Obrazek 3: Priubéh PCR reakce s pouzitim TagMan”® sond (dle ndvodu pro TagMan"®
SNP Genotyping Assay-Applied Biosystems).

Postup

Smés pro TagMan genotypitzaci obsahovala tyto komponenty:

RNase free Water.......o.ovuiiiiiiiiiiiii e, 2,5 ul
2x TagMan Universal PCR Master miX......................... 15 pul
SONda. ... 0,5 ul
DNA (c=20ng/pl) e 2l
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Reak¢ni smés byla pipetovana po 8ul do jamek obsahujici DNA. 96 — jamkové desticky byla
uzaviena optickou folii, centrifugovana 2 min pi1 900 x g a nasledné¢ probéhla reakce na

piistroji 7500 Fast Real Time system Applied Biosystéme (viz obr. 4).

Reakéni podminky genotypizace:

L2 MM 50°C
2.denaturace..........ooeviiiiiiiiiiii, 10 min pii 95°C
3. nasednuti primert....................oeene. 15 s pti 95°C

4. hybridizace, extenze........................ 1 min pfi 60°C

Amplifikace probihala pti 40 cyklech.
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Obrazek 4: Vyhodnoceni genotypizace
Ptifazeni alel k jednotlivym vzorkiim DNA na zaklad¢ srovnani fluorescence nameétené

namétené ve fazich pre-read a post-read.
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3.4.2. Stanoveni genové exprese pro CaSR
3.4.2.1. Izolace RNA

RNA byla izolovana z plné krve metodou pomoci QIA amp Blood Mini Kitu.

Bylo postupovano dle pokynt vyrobce.

Postup:

1.

10.
11.

12.

Byl smichdn 1 ml Cerstvé krve s 5 ml pufru (Buffer EL) a vSe bylo inkubovano 15 min
na ledu, po té byl vzorek kratce zvortexovan, nasledovala centrifugace 440 g 10 min pfi
4°C, supernatant byl odstrandn. Byl piidan Buffer EL, opét bylo zvortexovéno,
nasledovala centrifugace 400 g 10 min pii 4°C, supertnatant byl odstranén. Dale byl
pfidan Buffer RLT, napipetoval se lyzat do 2 ml QIA zkumavky a nasledovala
centrifugace na 18000 g, QIA zkumavka byla odstranéna a homogenat byl uchovéan.

Byl ptfidan Buffer EL, opét bylo zvortexovéano, nasledovala centrifugace 400 g 10 min
pii 4°C, supertnatant byl odstranén. Dale byl pridan Buffer RLT, napipetoval se lyzat do
2 ml QIA zkumavky a nasledovala centrifugace na 18000 g, QIA zkumavka byla
odstranéna a homogenat byl uchovan.

Vzorek byl piepipetovan do 1,5 ml zkumavky a bylo pfidano 600 ul 70% etanolu.

600 pl smési bylo naneseno na filtracni kolonku a centrifugovano 30 s pti 8000 g.

Byla vyménéna sbérnd zkumavka a na filtra¢ni kolonku bylo naneseno zbylych 600 pl
smési z kroku 3. Nasledovala centrifugace 30 s pti 8000 g.

Byla vyménéna sbérna zkumavka a filtracni kolonku bylo naneseno 700 ul RW1 pufru.
Nasledovala centrifugace 30s pii 8000 g.

Byla vyménéna sbérna zkumavka na filtra¢ni kolonku bylo naneseno 500 ul RPE pufru.
Nasledovala 2 minutova centrifugace pti 8000 g.

Byla vyménéna sbérna zkumavka a nasledovala 1 minutova centrifugace 8000 g

Byla vyménéna sbérnd zkumavka na filtra¢ni kolonku bylo naneseno 100 ul H,0
zbavené RNaz (RNA-free water obsazend v RNEeasy Mini Kitu). Zkumavka byla
inkubovdna 2 minuty pfi pokojové teploté. Nasledovala 1 minutova centrifugace pfi
8000 g.

Byl odstranén filtr a ponechand sbérna ¢ast zkumavky s izolovanou RNA.

Ke vzorku bylo ptidano 300 pl RLT pufru a 300 pl 96% etanolu. Smeés byla ptenesena
na novou filtracni kolonku. Nésledovala centrifugace 30s pii 8000 g.

Byla vyménéna sbérna zkumavka na filtraéni kolonku bylo naneseno 700 ul RW1 pufru.

Nasledovala centrifugace 30s pti 8000 g.
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13. Byla vyménéna sbérna zkumavka na filtracni kolonku bylo naneseno 700 pl RPE pufru.
Nasledovala centrifugace 30s pii 8000 g.

14. Byla vyménéna sbérnd zkumavka na filtra¢ni kolonku bylo naneseno dalSich 500 pl
RPE pufru. Nasledovala 2 minutova centrifugace pii 8000 g.

15. Byla vyménéna sbérna zkumavka a nasledovala 1 minutova centrifugace 8000 g

16. Byla vyménéna sbérna zkumavka na filtra¢ni kolonku bylo naneseno 40 pl H,0 zbavené
RNaz. Zkumavka byla inkubovana 2 minuty pii pokojové teploté. Nasledovala 1
minutova centrifugace pii 10000 g.

17. Byl odstranén filtr a ponechdna sbérna ¢ast zkumavky se 40 pl izolované RNA.

18. RNA byla piepipetovana do &isté zkumavky a skladovéana pii -80°C.

3.4.2.2. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, pii kterém dochdzi k ptepisu genetické informace
z ribonukleové kyseliny do deoxyribonukleové kyseliny. Jde o obraceny postup, nez jaky
probiha v naprosté vétSin€ piipadl pienosu genetického kédu — pii transkripei, kdy se
geneticka informace prepisuje z DNA do RNA. Tato reakce je katalyzovdna enzymem
reverzni transkriptdzou, kterd se vyskytuje u mnoha typt retrovirti. Reverzni transkripce se
vyuzivd pii piipravé cDNA. Je vyuzivana v fadé molekularné biologickych aplikacich,
zejména pak v izolacich sestfizenych genovych variant a prikazu tkanové specifické
transkripce jednotlivych gend. Reverzni transkripci ziskdme molekulu DNA, kterd je
oznacovana jako cDNA (z angl. complementary DNA). Vzhledem k tomu, Ze produktem je
hybrid RNA-DNA, ktery neni vhodny k dalsi praci, je nutné gen pomnoZit pomoci PCR. Pro
ucely reverzni transkripce je nutné nejdiive izolovat RNA z pfislusného biologického vzorku.
V builkdch se nachdzi celkem tfi druhy RNA (tRNA, rRNA a mRNA) a vySe popsanymi
postupy obdrzime jejich smés. VéEtSinou je pro ucely reverzni transkripce Zadouci pouze
mRNA, ktera kdduje dané geny. Molekuly mRNA se podileji pouze 1 — 2 % na celkovém
mnozstvi izolované RNA (pfevaznou c¢éast tvoii rRNA). Vlastni RNA se v genovém
inzenyrstvi nepouziva z diivodu, zZe je snadno degradovéana vSudyptitomnymi RN4zami.

Pro selektivni izolaci mRNA se vyuziva zejména jeji polyadenylace (sekvence An n ~
10 — 200, ozn. polyA) na jejim 3" konci. Nejjednodussi zplisob je pouziti pevného nosice, na
ktery je kovalentné navazan oligonukleotid polyT, jehoz délka se pohybuje v rozmezi 10 — 20
nukleotidii. Pfidanim takového nosi¢e ke smési riznych typli RNA dojde k hybridizaci
mRNA k polyT na nosi¢i pomoci sekvence polyA. Po odmyti nenavazanych RNA jsou

hybridizacné navazané molekuly mRNA eluovany pomoci zvySeni teploty nebo iontové sily.
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Reverzni transkripce izolované RNA byla provedena pomoci High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits dle pokynt vyrobce. Reakéni smés byla pfipravovana v

laminarnim boxu a obsahovala tyto komponenty:

RNA (100 ng/10pD). .o, dle namétené koncentrace
Nuclease free water.........ccoovvvvivvnnnn... 4,2 nebo 5,2 ul

10x RT Buffer............c.oooviiiiiiin.s 2 ul

25K dDTP. e 0,8 ul

Multi Sribe Reverse Transcriptase............ 1 ul

Reak¢ni smés byla ptipravovana a udrzovana na ledu.

Reverzni transkripce probihala v téchto krocich:

1. hybridizace s primery....................... 10 min pii 25°C
2 @XLCNZEC. ..o, 120 min pii 37°C
3. denaturace enzymu......................... 5 min pii 85°C

Ziskana cDNA byla skladovana pti — 20°C.

3.4.2.3. Real-Time PCR

Real-time je metoda zaloZena sledovani pribéhu polymerazové fetézové reakce piimo
béhem reakce tzv. v realném case. Pomoci fluorescenc¢nich sond ¢i barviv, které detekuji
mnozstvi PCR produktu béhem reakce zvySenim své fluorescenéni aktivity. Kvantitativni
PCR dokéaze piresn¢ stanovit vychozi pocet kopii cilové templatové sekvence DNA.
Fluorescence je méfena béhem kazdého cyklu PCR a je pfimo ¢i nepfimo imérnd mnozstvi

amplifikatu ptfitomného v reakéni smési.

Sm¢és pro Real-Time PCR obsahovala tyto komponenty:

RNase free water.......c.ovviiiiiiiii i 3,125 ul
2x TagMan Gene Expresion Master miX.............c..c..o..... 6,25 pl
Assays-on Demand Gene Expresion Assay Mix.............. 0,625 ul
CDN A 2,5 ul

Reakéni smés byla 10x nafedéna vodou a pipetovana po 10ul do jamek na 96-jamkové
desticky. Kvili kontrole kvality byl kazdy vzorek pipetovan dvakrat. Posledni Ctyfi jamky
vzdy obsahovaly vodu, kterd slouzila jako negativni kontrola. Reakéni smés byla

centrifugovédna 2 min pti 500 x g.
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Kvantifikace mRNA byla métena za téchto reakénich podminek:

L2 M., pii 50°C
2.denaturace.............ccoeeiiiiinnnnn.. 10 min pti 95°C
3. nasednuti primerQ.................... 15 s pti 95°C

4. hybridizace, extenze................. 1 min pfi 60°C

Amplifikace probihala pti 50 cyklech.

3.4.2.4. Statistické vyvhodnoceni

Vysledky byly zpracovany v programu GraphPad-Prism verze 3.0. K vyhodnoceni byl

vyuzit Fischeriv oboustranny test na 5 % hladin€ vyznamnosti (P < 0,05).
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4. VYSLEDKY

Vna$i studii zabyvajici se roli genu CaSR v predispozici k diabetu a jeho
komplikacim bylo vySetieno celkem 481 pacientli, z toho 28 Zen a 28 muzi (prim. véku 46 a
86 let) s NDRD, 40 Zen a 70 muzii (oba prum. veku 70 let) s DN, 28 Zen a 13 muza (pram.
veéku 45 a 20 let) s TID, 14 zen a 92 muzl (pram. veéku 64 a 89 let) s T2D. VySe uvedené
skupiny byly porovnany se zdravymi kontrolami, 57 Zen a 39 muzi (oba prim. véku 40 let) a
s nediabetickymi pacienty s chronickym rendlnim selhanim (CKD), 28 Zen a 44 muzi
(oba prim. v&ku 65 let). Kalcium sensitivni receptor pfi vyhodnoceni byl vzdy vztazen k tzv.
endogenni kontrole. Vyhodou endogennich kontrol je fakt, Ze se exprimuje u vSech skupin
pacientl stejné. V prubéhu pokusu byly testovany 4 proteiny:  aktin, Hu TBP, RPS 13 a
Cyklofilin. Jako nejvhodné;jsi byl vybran RPS 13.

Genotypizace se testovala u dvou polymorfizmii genu CaSR — kodonu 990 a intronu 4
(viz obr. 5). Jednak se testoval polymorfizmus v kédujici sekvenci, jednak v nekodujici. Dale

se testovala jeho genova exprese na urovni mRNA.

501 bp —>
320bp
204bp — 260 bp
60 bp

Obrazek 5: Vysledek restrikéniho $t€peni ndhodné vybranych pacientii (o¢islovanych 1-8).
Jako M byl oznacen Zebiicek. Homozygot TT byl detekovan pfitomnosti fragmentu o
velikosti 320 bp (vzorky vdraze 3, 4 a 7). Heterozygot TC byl detekovan piitomnosti
fregmentt o velikosti 320, 260 a 60 bp (vzorky v dréze 1, 2, 8). Homozygot CC byl detekovan

pfitomnosti fragmentt o velikosti 260 a 60 bp (vzorky v dréze 5 a 6).
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Analyza kodonu 990: Pfi porovnani skupin mezi sebou jsme nezjistili Zadnou statisticky

vyznamnost odliSnost ve frekvenci alel (major alela A, minor alela G) ¢i frekvenci genotypt
(AA, AG, GG), kromé jediné vyjimky, a tou bylo porovnani mezi skupina diabetikl 2. typu
(88,6%, 11,3%, 0%) a zdravych kontrol (87,5%, 7,2%, 5,2%). Genotyp GG se jevil jako
ochranny faktor vii¢i rozvoji diabetu, protoZe byl nalezen pouze ve skupiné zdravych kontrol
(ZK) a nediabetikli s chronickym renalnim selhdnim (CKD). Statisticka vyznamnost pro

porovnani T2D/ZK byla hrani¢ni P = 0,0408 (viz tab. 5,6,7 a viz grafy 1,2).

Tabulka 5: Gen CaSR, codon 990 - frekvence genotypt

SKUPINA [T1D T2D DN NDRD CKD ZK
GENOTYP | pocet | % pocet | % pocet | % pocet | % pocet | % pocet | %
AA 35 85,3 |94 88,6 |95 90,4 |53 94,6 |63 87,5 |84 87,5
GG 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1,3 |5 5,2
AG 6 14,6 |12 11,3 |10 94 |3 53 |8 11,1 |7 7,2
Celkem |41 106 105 56 72 96

Graf 1: Gen CaSR, codon 990 — porovnani diabetikii se zdravymi kontrolami
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Graf 2: Gen CaSR, codon 990 — porovnani diabetikii s nediabetiky s po§kozenim ledvin
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Tabulka 6: Gen CaSR, codon 990 - frekvence alelového polymorfismu

%
TiD

P=0,6554

%
T2D

P=0,4770

%
NDRD

P=0,4479

%
DN |

P=0,3381

o =

Skupiny pac. |signif. |P-value |OR 95%

T1D/ZK N 0,8139 |0,8127 |0,3084 - 2,1420
T2D/ZK N 0,2491 |0,6176 |0,2870 - 1,3290
DN/ZK N 0,1135 [0,5147 |0,2296 - 1,1540
NDRD/ZK N 0,0525 |0,2833 |0,0811-0,9897
CKD/ZK N 0,5512 |0,7682 |0,3407 - 1,7320
T1D/CKD N 1,0000 [1,0580 |0,3699 - 3,0250
T2D/CKD N 0,6578 |0,8040 |0,3377 - 1,9140
DN/CKD N 0,4830 |0,6700 |0,2714 - 1,6540
NDRD/CKD N 0,0648 |0,1197 |0,0068 - 2,0810
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Tabulka 7: Gen CaSR, codon 990 - frekvence genotypt

GENOTYP P value Signif.
T1D/ZK 0,1509 N
T2D/ZK 0,0408 Y
DN/ZK 0,0546 N
NDRD/ZK 0,1903 N
CKD/ZK 0,3084 N
T1D/CKD 0,6554 N
T2D/CKD 0,4770 N
DN/CKD 0,4471 N
NDRD/CKD 0,3381 N

OR-o0dds ratio (mira relativniho rizika), 95%CI — konfidenéni interval (interval spolehlivosti), P < 0.05
(statisticka vyznamnost) jsou tu¢né€ zobrazeny. Genotypy a frekvence alelového polymorfizmu kodonu
990 byly porovnany v kazdé skupin¢ diabetickych pacientti se skupinou 1) zdravych kontrol a 2)
nediabetickych pacientd s CKD. AA, GG, AG = jednotlivé genotypy.

NDRD = nefropatie nediabetického typu, T1D = diabetes 1. typu, T2D = diabetes 2. typu, DN =

diabeticka nefropatie, CKD = chronicka renalni insuficience, ZK = zdravé kontroly

Analyza intronu 4: Pfi porovnani skupin mezi sebou jsme nezjistili Zadnou statisticky

vyznamnost odliSnost ve frekvenci alel (major alela T, minor alela C), ale nasli jsme
statisticky vyznamné rozdily u frekvence genotypt (TT, TC, CC). VSechny skupiny, krom¢é
DN, se lisily statisticky velmi vyznamné od skupiny zdravych kontrol (T1D/ZK P=0,0002,
T2D/ZK P=0,0006, NDRD/ZK P=0,0001, CKD/ZK P=0,0006). Heterozygotni genotyp TC se
jevil jako ochranny faktor vii¢i rozvoji diabetu a nespecifickych ledvinnych komplikaci (T1D
37,7%, T2D 42,3%, NDRD 36,0%, CKD 41,0% vuci ZK 65,6%) a naopak homozygotni
genotyp CC by mohl byt predispozi¢nim faktorem (T1D 9,4%, T2D 9,4%, NDRD 13,1%,
CKD 6,8% viici ZK 0%). Pti porovnani diabetikli s pacienty nediabetiky s poskozenim ledvin
jsme nalezli jedinou statistickou vyznamnost mezi CKD a DN (P=0,02750), ktera svédci o

jejich odlisné etiologii. Podrobnosti jsou uvedené v tabulkach 8,9,10 a grafech 3,4.
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Tabulka 8: Gen CaSR, intron 4 - frekvence genotypt

SKUPINA |T1D T2D DN NDRD CKD ZK
GENOTYP | pocet | % pocet | % pocet | % pocet | % pocet | % pocet | %
TC 20 37 46 42,5 |67 60,3 | 16 36,3 (30 41 67 65,6
1T 28 51,8 |58 53,7 |41 36,9 |22 50 (38 52 35 34,3
cc 6 11,1 |4 3,7 3 2,7 |6 13,6 |6 68 |0 0
Celkem 54 108 111 44 74 102

Graf 3: Gen CaSR, intron 4 - porovnani diabetiki se zdravymi kontrolami
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Graf 4: Gen CaSR, intron 4 - porovnani diabetiku s nediabetiky s poSkozenim ledvin
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Tabulka 9: Gen CaSR, intron 4 - frekvence alelového polymorfismu

Skupiny pac. |signif. |P-value |OR 95%

T1D/ZK N 0,7514 [1,057 0,6044 —2,1030
T2D/zZzK N 1 1,047 0,5565 — 1,9690
DN/ZK N 0,41 1,026 0,6185—1,7010
NDRD/ZK N 1 0,9545 |0,5247 — 1,7060
CKD/ZK N 0,5345 [0,7852 [0,4262 — 1,4460
T1D/CKD N 0,0669 [0,5727 [0,3192—1,0270
T2D/CKD N 0,3284 [1,0436 [0,7887 —2,7170
DN/CKD N 0,4116 [1,333 0,6988 — 2,5440
NDRD/CKD N 0,6397 |1,216 0,6583 — 2,2450
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Tabulka 10: Gen CaSR, intron 4 - frekvence genotypi

GENOTYP P value |Signif.
T1D/ZK 0,0002 Y
T2D/ZK 0,0006 Y
DN/ZK 0,2124 N
NDRD/ZK 0,0001 Y
CKD/ZK 0,0006 Y
T1D/CKD 0,8397 N
T2D/CKD 0,9184 N
DN/CKD 0,0275 Y
DN/CKD 0,4558 N

OR-odds ratio (mira relativniho rizika), 95%CI — konfiden¢ni interval (interval spolehlivosti), P < 0.05
(statistickd vyznamnost) jsou tucné zobrazeny. Genotypy a frekvence alelového polymorfizmu intronu
4 byly porovnany v kazdé skupin¢ diabetickych pacientd se skupinou 1) zdravych kontrol a 2)
nediabetickych pacienti s CKD.

NDRD = nefropatie nediabetického typu, T1D = diabetes 1. typu, T2D = diabetes 2. typu, DN =

diabeticka nefropatie, CKD = chronicka renalni insuficience, ZK = zdravé kontroly

Dale byla stanovena genova exprese genu CaSR na Grovni mRNA v leukocytech periferni

krve (viz obr. 6 a tab. 11). Optimalizovali jsme podminky RT-PCR reakce:

- koncentrace DNA jsem zvysili z ptivodni 2,5ul na 5 pl,

- zvysili jsme pocet cykli ze 40 na 50,

- testovali jsme 4 endogenni kontroly: RPS13, B-aktin, cylofilin A, TBP a vybrali jsme
z nich tu, kterd se nejvice konstantné amplifikovala - RPS13.

U vybrané skupiny 24 pacientii s T2D, 23 pacientli s T1D a 23 zdravych kontrol byla
izolovana RNA. Kalcium sensitivni receptor pii vyhodnoceni byl vztazen k endogenni
kontrole RPS 13. M¢éteni genové exprese vSak nemohlo byt statisticky optimalné zpracovano

a vyhodnoceno kviili malému poctu vzorku.
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Obrazek 6: Grafické vyhodnoceni endogennich kontrol. Modra kiivka ptredstavuje RPS 13,

fialova kiivka patii p aktinu, oranzovo-zluta znazornuje cyklofilin A a zelena ktivka patii TBP.

Tabulka 11: Gen CaSR - genova exprese

pacient |skupina |dCT

10 T1D 19,96
12 T1D 12,99
2 T1D 14,42
21 T1D 11,95
25 T1D 14,26
27 T1D 24.66
29 ZK 12,68
4 ZK 15,03
54 ZK 14,33
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7 ‘ZK ‘ 15,36 ‘

kol ZK 11,67

Parametr C; (,threshold cycle”) je hodnota cyklu, pfi kterém fluorescence vzorku piesahne

prahovou hodnotu. Delta CT (dCT) udava stfedni hodnotu namétenych cykla.
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5. DISKUSE

Vysetfili jsme celkem 313 diabetickych pacientl, 72 nediabetiki s chronickym
renalnim selhanim a 96 zdravych kontrol na dva polymorfismy genu CaSR. Dale jsme
analyzovali genovou expresi na uUrovni mRNA tohoto genu u celkem 70 jedinci.
Heterozygotni genotyp TC polymorfismu vintronu 4 a homozygotni genotyp GG
polymorfismu v kodonu 990 se jevily jako ochranné genetické faktory v etiopatogenezi
diabetu mellitus. Naopak predispozi¢ni by mohl byt homozygotni genotyp CC polymorfismu
v intronu 4.

Riizné prace detekovaly v genu CaSR tadu variant, které vedly nejen k monogennim
porucham sérovych hladin kalcia, ale byly predispozi¢ni i pro fadu multifaktoridlnich chorob.
Ziejmé rozsahlé genetické riziko pro fadu nemoci je projevem exprese tohoto genu na fadée
tkani. To vSe odrdzi jeho obecnou roli vregulaci extracelularniho 1 intraceluldrniho
kalciového metabolismu.

Cetné polymorfismy genu CaSR, které byly detekovany, maji i funké&ni korelat. Napt.,
americti védci identifikovali novou mutaci R465Q genu CaSR. Nachéazi se v 5. exonu a
vznikd zdménou argininu za glutamin v kodonu 465. Funkéni mutacni analyza potvrdila
inaktivacni charakter mutace diky vyraznému posunu stimulaéni kiivky vpravo pro EC50
(Leech et al. 2006).

U pacientil s primarni hyperparathyredzou se zkoumala frekvence polymorfismt genu
CaSR. Do studie bylo zatazeno 50 hyperparathyroidnich pacient a 102 zdravych darcu krve.
Pacienti s heterozygotni variantou Q1011E méli signifikantné zvySené hladiny sérového
vapniku a parathyroidnich hormoml neZz pacienti s wild-type variantou. Heterozygotni
varianta A986S se nachazela u 40 % pacientl s primarni hyperparathyre6zou a byla méné
frekventovana u muzské populace. Tato varianta piedstavuje rizikovy faktor pro rozvoj
parathyroidalni neoplasie u muza (Miedlich et al. 2001).

Dalsi studie si vS§imala pankreatitidy jako komplikace primarni hyperparathyredzy a
zkoumala ji ve vztahu k CaSR. Primarni hyperparathyre6za (pPTH) zptisobuje hyperkalcémii,
ktera predstavuje rizikovy faktor pro vyvoj pankreatitidy. Analyzovali 25 pacientd (13 Zen a
12 muzi). Autofi neprokazali asociaci pankreatitis s mutaci R990G v genu CaSR (Felderbauer
et al. 2007).

Z Kanady pochazi studie zabyvajici se nefrolitidsou a CaSR. Fenotypova heterogenita

znesnadiuje identifikaci kandidatnich genti. Bylo vySetfeno 223 pacientl s nefrolitiasou a 676

59



kontrol na polymorfismus R990G. Prokazali 8x zvySené riziko nefrolitiasy pro homozygoty
GG ve srovnani ,,wild-type* genotypem (Hamilton et al. 2009).

Dalsi studie sledovala vliv CaSR na krevni tlak. Vyzkum se tykal 2037 dospélych.
Zkoumané varianty gent (CaSR, NR3C2, SCNNIB a SCNNI1G) jsou odpovédné za hypo-
nebo hypertenzni poruchu (Tobin et al. 2008).

U ceské populace 95 postmenopauzalnich Zen byla popsana asociace polymorfismu
(C/T) v intronu 5 genu CaSR se sérovymi hladinami FSH a LH (Zofkova et al. 2005).

fransti védci zkoumali vliv kalcio-fosfatového metabolismu na biochemické hodnoty
pacientek trpicich syndromem polycystickych ovéarii. Do studie bylo zafazeno 56 Zen. VDR a
CaSR se pres ucinky na LH, SHBG a inzulinovou rezistenci podili na patogenezi syndromu
polycystickych ovarii (Ranizad et al. 2011).

Tym védch znémeckého Heidelbergu zkoumal moZnou spojitost mezi kalcium
senzitivnim receptorem a Hirschsprungovou chorobou. Zkoumali 63 pacienti s HD spolu se
100 zdravymi pacienty.VySetfili 3 polymorfismy (A986S, G990R, QI1011E), které se
nachazeji na sedmém exonu, a 1 polymorfismus (C/T) vintronu 5 genu CaSR. Vyskyt
polymorfismu G990R byl 2x vyss§i nez v kontrolni skupin€é. Mimoto byl ovéfen 4x vyssi
vyskyt Q1011E ve srovnéni s kontrolni skupinou (Romero et al. 2012).

Velmi rozsahla studie z Lyonu si dala za kol najit moznou spojitost mezi vitaminem
D, CaSR a kolorektalnim karcinomem u evropské populace. Studie se zucastnilo 1248 ptipadi
trpicich kolorektalnim karcinomem a 1248 zdravych kontrol. Genotypy bb (,,wild-type*) a BB
polymorfismu Bsml genu VDR byly spojeny se sniZzenym rizikem pro kolorektalni karcinom.
Tato asociace byla pozorovana u karcinomu tlustého stfeva, nikoliv u karcinomu rekta.
Nebyly zaznamenany interakce se sérovou hladinou 250H vitaminu D nebo dietnim piijmem
véapniku (Jenab et al. 2009).

V Mad’arsku byla sledovédna incidence a lécba kolerektalniho karcinomu vzhledem
k vyskytu polymorfismu laktdzy 13910 a CaSR A986S. Studie se zucastnilo 278 pacientl
s kolorektalnim karcinomem a 260 zdravych kontrol. V ptipadé CaSR A986S homozygot SS
ma vyssi frekvenci nez kontroly. Oba polymorfismy, tj. LCT C a CaSR maji pfimy vliv na
progresi nebo incidenci kolorektalniho karcinomu (Bécsi et al. 2008).

Nase vysledky odpovidaji néalezu, Ze gen CaSR je exprimovan v [ bunkach
Langerhansovych ostriivkil pankreatu a podili se na regulaci sekrece insulinu, a tedy by m¢l
hrat roli v etiopatogenezi T1D a T2D. Protein CaSR je rovnéZ ptitomen na perivaskularnich
nervech, v buitkdch hladkého svalstva cév a endoteliich, coZ ho zase spojuje s regulaci

systémového tlaku, hypertenzi, a tedy nabizi jeho moznou roli pfi vzniku diabetické triady.
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6. ZAVER

V diplomové praci jsme studovali roli kalcium senzitivniho receptoru (CaSR)
v etiopatogenezi diabetu a jeho chronickych komplikaci.
Vysettili jsme 313 diabetickych pacientt:
41 pacientii s T1D
106 pacientti s T2D
110 pacientti s DN
56 pacientl s nediabetickym renalnim selhanim (NDRD).
Dale bylo vysetfeno:
72 nediabetickych pacientl s chronickym rendlnim selhdnim (CKD)

96 zdravych darcii krve, kteti odpovidali vékem i1 pohlavim vysetfovanym pacientil.

Analyzovali jsme dva polymorfismy genu pro kalcium senzitivni receptor CaSR, jeden
v kédujici ¢asti — kodon 990 a druhy v nekodujici ¢asti — intron 4. U obou polymorfismi jsme
porovnali genotypy a frekvence alel u vSech skupin pacientii se skupinou zdravych kontrol a
skupinou nediabetikl s chronickym rendlnim selhdnim. Heterozygotni genotyp TC v intronu 4
a homozygotni genotyp GG v kodonu 990 se jevily jako ochranné faktory, kdeZto
homozygotni genotyp CC v intron 4 ptinésel predispozici k diabetu a poSkozeni ledvin.

Dale jsme analyzovali genovou expresi genu CaSR na Urovni stanoveni mnoZzstvi

mRNA v leukocytech periferni krve.

Z naSich analyz polymorfismu genu CaSR vyplyva:
e nalezli jsme vztah mezi diabetem a frekvenci genotypti intronu 4
e role polymorfismu v kodonu 990 nebyla jednozmacné prokéazéana

e frekvence alel u obou studovanych polymorfismi nebyly statisticky vyznamné

Nase vysledky svéd¢i o tom, Ze gen pro kalcium senzitivni receptor by mohl hrat roli
v etiopatogenezi diabetu i jeho komplikaci, nebot’ jsme nasli statisticky vyznamné rozdily
v genotypizaci mezi nemocnymi a zdravymi. Pro posouzeni genové exprese bude nutné

otestovat vétsi vzorek pacienttl.
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