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Abstrakt

Do ptedkladané studie byly vybrany geny, jejichz proteinové produkty vyznamné
ovliviuji kalciofosfatovy metabolizmus v ledvinach, a u nichz se predpoklada vliv na
patogenezi jak samotného diabetu, tak ledvinného posSkozeni. Receptor vitaminu D
(VDR) patii do velké rodiny nuklearnich receptorti a transkripénich faktord. VDR je
exprimovan ve velkém mnozstvi bun¢k riznych tkéani a jeho aktivace ligandem 1, 25 —
dihydroxyvitaminem D3, ovliviiuje expresi mnoha gend. V genu pro VDR byly pomoci
restrikénich endonukleaz Bsm I, Fok I, Taq | a Apa | nalezeny polymorfizmy, u kterych
byla prokdzéana asociace s nékterymi chronickymi onemocnénimi, jako je diabetes 1. a
2. typu nebo karcinom plic. Tyto studie umoznily identifikovat polymorfizmy délky
restrikénich fragmentt pomoci restrikénich endonukleaz Bsm I, Fok I, Taq | a Apa I.
Mezi nejvyznamngj$i regulatory kalciového a fosfatového metabolismu patii téz
parathyreoidni hormon. Alelovy polymorfismus genu PTH zahrnuje alely B/b a D/d,
které se rovnéz mohou spolupodilet na patogenezi ledvinnych komplikaci.

Cile: Nasim cilem bylo zjistit, zda se urcit¢ kombinace VDR a PTH genotypt
nevyskytuji s vyssi frekvenci mezi skupinou diabetikil s ledvinnymi komplikacemi nez
u diabetikd bez ledvinnych komplikaci. U VDR byla rovnéz provedena expresni analyza
na urovni mRNA. Byl sledovan vliv kombinace jednonukleotidovych polymorfizmi na
expresi VDR na urovni RNA.

Metody: DNA byla izolovana vysolovaci metodou a pomoci PCR byly amplifikovany
specifické fragmenty gen pro VDR a PTH. Amplifikovany produkt byl poté $tépen
restriktazou specifickou pro kazdou alelu. Pro gen VDR byly pouZity restriktazy: Bsm I,
Apa |, Taq | a Fok I, pro parathyreoidni hormon restriktazy Bst Bl a Dra Il. Poté byl
hodnocen polymorfizmus délky restrikénich fragmentt.

Urcéeni hladiny exprese VDR Vv plné krvi na urovni mRNA bylo provedeno pomoci
metody Real — Time PCR.

Vysledky: Kombinace alel BBDD se zd4 byt predispozi¢nim genotypem pro rozvoj
diabetu 2. typu, ale nikoliv diabetické nefropatie. Genotyp bbDd ma protektivni roli
Vv rozvoji diabetu a jeho komplikaci.

Kli¢ova slova: diabetes, nefropatie, parathyreoidni hormon, receptor pro vitamin D,

polymorfizmus.



Abstract

In this work we chose to study genes whose protein products significantly affect
calcium-phosphate metabolism in kidneys and are hypothesized to be involved in the
pathogenesis of diabetes as well as kidney damage.

Vitamin D receptor (VDR) belongs to a large family of nuclear receptors and
transcription factors. VDR is expressed in many cells in different tissues and activation
of this receptor by its ligand 1,25 - dihydroxyvitamin D3 affects expression of many
genes. Using restriction endonucleases Bsm I, Fok I, Taq | and Apa I, there were
identified polymorphic sites in VDR gene that were found to be associated with certain
chronic diseases, like type 1 and type 2 diabetes and lung carcinoma.

Parathyreoid hormone is one of the most important regulators of calcium and phosphate
metabolism. Allelic polymorphism of PTH gene involves B/b and D/d alleles that can
participate in pathogenesis of kidney complications as well.

Aims: We aimed to determine whether there is a difference in frequency of certain
combinations of VDR and PTH genotypes between group of diabetic patients with
kidney complications and diabetic patients without kidney complications. We also
assessed influence of single-nucleotide polymorphisms at VDR gene mRNA expression.
Methods: DNA was isolated by salt-extraction method and specific fragments of VDR
and PTH genes were amplified using PCR. Amplified products were digested by allele-
specific restrictases Bsm I, Apa I, Taq I, Fok | (VDR gene) and Bst Bl and Dra Il (PTH).
The genotype of individual was determined on the basis of length of restriction
fragments. Assesment of VDR RNA levels in full blood was performed using Real-Time
PCR.

Results: The BBDD genotype seems to be predisposing factor for developement of type
1 diabetes, but not for development of diabetic nephropathy. The bbDd genotype seems
to have protective role in development of diabetes and its complications.

Keywords: diabetes, nephropathy, parathyroid hormone, vitamin D receptor,

polymorphism.
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1. UVOD

Diabetes mellitus je onemocnéni, jehoz prevalence a incidence neustale stoupa nejen
v Ceské republice, ale i celosvétove.

Za poslednich 20 let doslo v Ceské republice k vyraznému nariistu onemocnéni.

Zatimco v roce 1975 bylo v Ceské republice hlaseno piiblizné 234 tisic diabetiki,
v roce 2009 to bylo jiz 783 tisic pacientii s diabetem (UZIS CR 2010).
S vyskytem onemocnéni narGsta i poCet pacientd, u nichz se rozvinuly chronické
komplikace diabetu. Jedna se piedev§im o cévni onemocnéni, diabetickou retinopatii a
nefropatii (DN), které se vénuji ve své diplomové praci. Tyto komplikace vedou
nejenom ke zhorSeni kvality zivota postizenych diabetikd, ale i k zvySujicim se
ekonomickym narokim na péci o tuto skupinu obyvatelstva.

Diabetes je onemocnéni typicky multifaktoridlnim a mohli bychom fici i
»Ccivilizacnim®. Nemuizeme oznalit pfesnou pfiCinu rozvoje onemocnéni, ale lze
jmenovat nékolik hlavnich rizikovych faktort, které se mohou na patogenezi diabetu 2.
typu podilet (nadvéaha, fyzickd aktivita, klima, metabolickd kontrola). Mezi rizikové
faktory diabetu 1. typu patii virové infekce prod€lané v détstvi nebo piti kravského
mléka v prvnich mésicich Zivota ditéte.

Vedle genetické predispozice k diabetu je rovnéz piedpokladem geneticka vnimavost
k samotnému glomerularnimu poskozeni. Ke studiu gend zodpovédnych za vznik
diabetické nefropatie se pouZivaji zejména asociani studie, srovnavajici vyskyt
polymorfismi potencionalné rizikovych gent mezi skupinou kontrolni (zdravi jedinci) a
nepiibuznou skupinou postizenych jedinct. Sleduji se statisticky vyznamné rozdily
mezi témito skupinami. V pfedklddané studii byly vybrany geny, jejichZ proteinové
produkty vyznamné ovliviiuji kalciofosfatovy metabolismus Vv ledvinach, a u nichz se
pfedpokladd vliv na patogenezi jak samotného diabetu, tak ledvinného poSkozeni.
Receptor vitaminu D (VDR) a parathyreoidni hormon (PTH) patfi mezi hlavni
regulatory hladiny vapniku a fosfatu v krvi. Mnohé studie odhalily spojitost mezi
polymorfismy geni VDR a PTH ve vztahu Kk diabetu a nefropatii. AvSak vyznam
nékterych pozorovani neni zcela jasny. Proto je dilezité, aby se tyto vysledky ovéfily na
veétsim vzorku populace a mohly se stat pifinosem v prediktivni diagnostice tohoto

onemocnéni.
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1.1. Cile

1) VysSetieni genotypu pro alelové polymorfizmy genu pro receptor vitaminu D
(VDR) a genu pro parathyreoidni hormon (PTH).

2) Porovnani genotypt a posouzeni kombinaci alel na rozvoj diabetické nefropatie.

3) Urceni hladiny genové exprese VDR Vv plné krvi u vybrané skupiny pacientll na
urovni MRNA pomoci kvantitativni RT - PCR.

4) Zpracovani ziskanych dat a posouzeni moznosti zapojeni genit VDR a PTH

do prediktivni diagnostiky.
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2. Literarni piehled

2.1. Diabetes mellitus
Diabetes mellitus je souhrnnym nazvem pro skupinu Klinicky a etiologicky
heterogennich chronickych onemocnéni, které vznikaji v disledku absolutniho nebo

relativniho nedostatku inzulinu vedouciho kK poruse metabolismu. Hlavnim projevem je

hyperglykémie (PELIKANOVA 2003).

2.2. Klasifikace diabetes mellitus
Klasifikace diabetického syndromu vychéazi z pribéhu hyperglykémie a klinickych
ptiznakti. Diky novym poznatkiim v etiopatogenezi onemocnéni zahrnuje soucasna
klasifikace 4 zakladni skupiny. V roce 1999 ho pfijala Svétova zdravotni organizace
WHO (WHO 1999):
1. diabetes mellitus 1. typu
e imunitné podminény
e idiopaticky
2. diabetes mellitus 2. typu
3. ostatni specifické typy diabetu

4. gestacni diabetes mellitus

2.2.1. Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu (DM 1) je autoimunitni onemocnéni, které vznika u
geneticky predisponovanych osob. Autoimunitni proces postihuje selektivné B bunky
Langerhansovych ostrivku pankreatu. Beta bunky, které predstavuji az 70%
z celkového mnozstvi bunék v Langerhansovych ostravcich pankreatu, postupné
zanikaji, az v kone¢né fazi dochazi k absolutnimu nedostatku inzulinu. Je zajimavé, Ze
funkce zbylych endokrinnich bunék pankreatu, jsou zachovany. Autoimunitni diabetes
se projevuje zejména v détstvi a v rané dospélosti, kdy dochazi k velmi rychlému zaniku
3 bun¢k. Pokud dochazi k manifestaci DM typu 1. v dospélosti, byva destrukce B bunék
pomald a diabetes je oznaCovan terminem LADA (latentni autoimunitni diabetes
dospélych) (PELIKANOVA 2003).

V rozpoznani autoantigentt pankreatickych B buné€k hraji kritickou roli T lymfocyty,
zejména pomocné CD4 a cytotoxické CD8 lymfocyty (SANTAMARIA 2010).
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V ob¢hu pacienta se nachazi cirkulujici autoprotilatky, které svéd¢i o autoimunitnim
pivodu choroby. Tyto autoprotilatky jsou v klinické praxi vyuzivany k predikci
onemocnéni. Autoprotilatky se navazuji na dobfe znadmé antigeny: inzulin,
dekarboxylasa kyseliny glutamové (izoforma GAD 65), inzulinomovy antigen-2 a
nedavno objeveny zinkovy transportér (ZnT8), ktery méa vysokou prediktivni hodnotu
(WENZLAU et al. 2007).

Impuls, ktery vede k iniciaci autoimunitni odpovédi, je dosud nezndmy.

Tésnad asociace byla prokazana s hlavnim histokompatibilnim komplexem MHC IlI.
tiidy, a to s antigeny HLA-DR/DQ (NOBLE et al, 1996). Podle nedavnych studii byla
prokazana i slaba asociace s molekulami MHC I. ttidy, HLA-B a HLA-A

(NEJENTSEV et al. 2007).

Kromé genetickych faktorti se na patogenezi onemocnéni podili i fada faktort zevniho
prostiedi. Mezinarodni konsorcium, Environmental Determinant of Diabetes in the
Young (TEDDY), bylo zalozeno, aby pomohlo objasnit tyto slozité interakce.

Na rozvoji prediabetu se mohou naptiklad podilet virova infekéni onemocnéni
prodé€lana v détstvi nebo piti kravského mléka v prvnich né¢kolika mésicich Zivota ditéte.
Hygienickd hypotéza vychdzi zpozorovani, Ze déti, které jsou Vraném véku
nedostateéné  vystavovany infekénim onemocnénim, trpi Castéji  diabetem

(http://teddy.epi.usf.edu/ ).

2.2.2. Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu (DM 2) je zpusoben inzulinovou rezistenci spolu
s poruchou sekrece inzulinu, ktera je zptisobena jinym mechanismem neZ autoimunitou.
Diabetici mohou mit jak nadbytek inzulinu, tak nedostatek inzulinu. Jeden z hlavnich
divodl inzulinové rezistence je nadvaha, proto je zdkladnim léebnym postupem
snizeni hmotnosti a spravna dieta. Na vzniku onemocnéni se podili 1 fada exogennich
faktorti (stres, koufeni, nedostatek pohybu). Onemocnéni se projevuje nejcastéji
Vv dospélosti, po dosazeni 40. roku Zzivota. Pro tento typ diabetu je charakteristicky
familidrni vyskyt onemocnéni. Zacatek choroby byva pozvolny a diagnostikovana byva

spise nahodné nebo az pii svych komplikacich (PELIKANOVA 2003).
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2.2.3. Ostatni specifické typy diabetu

Do této skupiny patii DM podminény genetickym defektem funkce 8 bunék.
DM typu MODY (maturity-onset type diabetes of the young) je cukrovka s dominantni
autozomalni dédicnosti, kterd se manifestuje ve véku do 25 let a je vice nez 5 let
kontrolovatelna bez podavani inzulinu. Dosud bylo definovano 6 podskupin MODY,
které¢ jsou spojeny s mutaci genu pro glukokindzu (MODY 2) ¢i s mutacemi genu
transkrip¢nich faktora (MODY 1, 3, 4, 5, 6), které¢ hraji dilezitou roli béhem fetalniho
vyvoje pankreatickych ostriivkll. Geneticky defekt u¢inku inzulinu zahrnuje napiiklad
defekt inzulinovych receptort. Soucasti této rtznorodé skupiny je dale diabetes
vyvolany onemocnénim exokrinniho pankreatu, endokrinopatii, chemikéliemi, léky,
infekcemi a imunologickymi patologiemi. RovnéZz genetické syndromy (Downuv,

Turneriv a dal§i) jsou ob&as provazené diabetem (PELIKANOVA 2003).

2.2.4. Gestaéni diabetes

Je charakteristicky vznikem v pribéhu té¢hotenstvi, nejéastéji po 20. tydnu. Souvisi se
sekreci antiinzularné pusobicich placentarnich hormont, z nichz ma nejvétsi ulohu
kortizol a humanni placentarni laktogen. Po porodu ditéte obvykle gestacni diabetes
mizi. Je v§ak zndmo, ze u 40 % zen, které mely v t€hotenstvi gestacni diabetes, se po

15-20 letech vyvine DM 2 (ANDELOVA 2003).

2.3. Komplikace diabetes mellitus

Pied objevem inzulinu byla hlavni pfi¢inou smrti diabetikii dekompenzace diabetu.
Po objevu inzulinu Fredericem Bantingem v roce 1923 dochazi k revoluci v 1écbé
diabetu a prodluZzuje se vyznamné Zivot pacientd. Na druhou stranu, dlouhodoba
diagno6za diabetu a jeho Spatnd kompenzace s sebou nese riziko rozvoje komplikaci,
které vedou k nevratnému poSkozeni tkani v organismu. Mezi tyto komplikace patii

predevsim diabeticka retinopatie, neuropatie a nefropatie (BROWNLEE 2005).
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2.3.1. Zakladni rozdéleni onemocnéni ledvin u diabetikii

V zasad¢ 1ze rozdélit poSkozeni ledvin do 3 hlavnich skupin:

A. Nefropatie vznikla v souvislosti s diabetem, tedy diabeticka glomeruloskler6za

B. Nediabeticka nefropatie, kterou Ize rozdélit na glomeruldrni (primérni
glomerulonefritidy) a neglomeruldrni (renovaskularni onemocnéni ledvin, infekce
mocovych cest, nekroza papily, polycysticka choroba ledvin, refluxni nefropatie)

C. lantrogenni poskozeni ledvin, jako projev nefrotoxického efektu 1ékti, kontrastni

latky atd. (RYCHLIK A TESAR 2005).

2.3.2. Faze diabetické nefropatie

U DM 1. typu rozliSujeme 5 pomérné dobte definovanych stadii nefropatie, htite jsou
definovana stadia u diabetu 2. typu.
Stadium 1, nazyvané hyperfiltracné hypertrofické, je pozorovano u pacientd, kteti maji
nov¢ diagnostikovany diabetes. Je doprovazeno albuminurii, proteinurii a hyperfiltraci.
Dochazi k zvyseni propustnosti glomerularni membrany pro makromolekuly.
Stadium 2, latentni, je klinicky bezptiznakové. Dochazi k rozvoji morfologickych a
typickych histologickych zmén v ledvinach.
Stadium 3, incidentni diabetické nefropatie, se vyviji po 6 — 15 letech trvani diabetu a je
provéazeno mikroalbuminurii.
Stadium 4, manifestni diabeticka nefropatie, se projevuje rastem proteinurie o 10-40 %
za rok a poklesem glomerularni filtrace.
V 5. poslednim stadiu, které nastupuje po 7 letech trvani proteinurie je pacient odkazan
na dialyzaéni zafizeni (RYCHLIK 2005).

2.4. Patofyziologie diabetické nefropatie
2.4.1. Hemodynamické faktory, diabeticka hyperfiltrace

V casnych fazich diabetu dochazi ke zvySeni glomerularni filtrace. Tento jev,
oznacovan jako diabetickd hyperfiltrace, byl popsdn u DM 1. typu
(DIETZEL et al. 1972).
U DM 2. typu byl tento jev také pozorovan (NELSON et al. 1999). Ke zvyseni
glomeruldrni filtrace dochazi také u osob trpicich obezitou, kterd je pfitomna velice

Casto praveé u diabetikt 2. typu (HALL et al. 1998).
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Patogeneze hemodynamickych zmén u nefropatie je multifaktoridlni. Bylo oznaceno
mnoho potencidlnich mediatord, z nichz nejvyznamnéjsi jsou zminény nize.

Atrialni natriureticky peptid (ANP) je peptid s natriuretickou a vazodilata¢ni aktivitou,
ktery je syntetizovan ve svalovych buiikach srdecnich ptedsini. Podnétem jeho tvorby je
zvyseny piijem NaCl a expanze ECT. Vysledkem jeho pusobeni je uprava objemu
extracelularni tekutiny (ECT) zvySenou diurézou, zvysené vylucovani sodnych kationtt
a pokles systolického a diastolického tlaku (SEDLACEK 2003).

Bylo dokazano, Ze plazmaticka hladina ANP je zvySena u experimentalniho modelu
diabetu. Jako model byl pouzit potkan, u néhoz byl diabetes vyvolan ucinkem
streptozotocinu (STZ), ktery ni¢i BB buiky pankreatu (ORTOLA et. al. 1987).

Vyrazny podil na fizeni rendlni filtrace a hemodynamiky ma oxid dusnaty (NO),
ktery vznika z aminokyseliny L- argininu pomoci enzymu NO syntetazy (NOS). Je
produkovan vaskularnim endotelem a buiilkami macula densa. Plsobi na aferentni
arterioly a bunky macula densa. Zprostiedkuje interakci mezi vazodilataénim efektem a
vazokonstrikénim efektem angiotensinu II. Plisobi pfimo na glomerularni intersticium a
inhibuje tubularni transport v macula densa (SEDLACEK 2003).

NOS se vyskytuje ve 3 forméch: neurdlni nNOS, indukovatelnd iNOS a endotelidlni
eNOS (KONE et al. 1997). Byl objeven polymorfismus eNOS v intronu 4 asociovany
s rozvojem diabetické nefropatie (NEUGEBAUER et al. 2000). Tato skute¢nost byla
intenzivné zkoumana, avSak nekteré studie asociaci polymorfizmu eNOS s diabetickou
nefropatii nepotvrzuji (WANG et al. 1999). U potkant trpicich chronickym selhanim
ledvin byla nalezena nizkd produkce NO a jeho sniZzena exkrece. Suplementace L-
argininu inhibovala u potkant rozvoj chronického renalniho selhani

(BLUM et al. 1998).
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2.4.2. Metabolické faktory
2.4.2.1. Glyka¢ni produkty

Vyznamnou roli v patogenezi diabetické nefropatie hraji pozdni glykacni produkty
(AGE). Glykace proteint je iniciovana nukleofilni reakci mezi volnou aminoskupinou
proteinit a karbonylovou skupinu glukosy, kdy nejprve vznikd labilni, snadno
disociovatelna Schiffova baze, ktera se pfesmykuje na stabilni ketoamin (Amadoriho
produkt). Glykace probiha i u zdravych lidi. Podil glykovaného hemoglobinu je tmérny
koncentraci volné glukozy. Ptimym dasledkem zvySené hladiny glukozy v krvi je tedy
i zvySena tvorba glykacnich produkti (NESSAR 2005).

Neenzymova glykace pii dlouhodobé hyperglykémii vede k poskozeni tkani nékterych
organti. Stanoveni glykace erytrocytarnich proteinti je ukazatelem hladiny glukozy
v krvi v ¢asovém obdobi, které odpovida biologickému polocasu zivota erytrocytd (120
dni). Bézné se stanovuje hladina glykovaného hemoglobinu, ktery umoziiuje zhodnotit

riziko rozvoje diabetickych komplikaci.
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Obr. ¢&. 1: Schéma tvorby pozdnich glykaénich produktia (NESSAR 2005)

Pii pocatecni reakci mezi aminovou skupinou proteinu a glukoézou vznika reverzibilni Schiffova baze,
ktera se presmykuje na ketoamin nebo Amadoriho produkt. Postupem ¢asu vytvaii tyto Amadoriho

produkty pozdni glykacni produkty cestou dikarbonylovych intermediatu.
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Neékteré aminokyseliny proteint jsou vice reaktivni nez jiné. Tato nachylnost ke
glykaci souvisi s jejich hodnotou disocia¢ni konstanty. Ke glykaci jsou nachylngjsi
proteiny s delsi zivotnosti, které se béhem Zzivota témét vibec neobménuji, zejména
proteiny o¢ni docky zvané krystaliny (OBSIL A PAVLICEK 1997).

Jinym typem téchto proteini jsou kolageny. Zkouména byla glykace bazalni
glomerularni mebrany, kterd byla u mysi trpicich diabetem mnohem vys$$i nez u myssi
bez diabetu (COHEN et al. 1980).

AGE mohou vytvaret mistky mezi proteiny. Pentosidin vznika jako produkt pfemosténi
lysinovych a argininovych zbytkt. Dal§imi takovymi produkty jsou glyoxal-lysinovy
dimer a metylglyoxal-lysinovy dimer (FRYE et al. 1998).

Jednim z nejvyznamnéjSich AGE je karboxymetyl lysin (CML). Hladina CML je
dvojnasobna v kolagenu kiize u diabetickych pacientd. Je zajimavé, ze hladina CML
Vv séru stoupa u diabetické retinopatie, nikoliv u nefropatie. Hladina pentosidinu stoupa

jak u retinopatie, tak nefropatie (MIURA et al. 2003).

2.4.2.2. Polyova cesta

V tkédnich nezéavislych na inzulinu, jako jsou ledviny, sitnice, nervy a cévy, dochazi
vlivem hyperglykémie k aktivaci polyolové neboli sorbitolové cesty. Limitujicim
enzymem je alddzo-reduktaza, ktera redukuje glukézu na sorbitol pomoci NADPH.
Sorbitol je poté metabolizovan sorbitol-dehydrogenazou na fruktozu, jako kofaktor
slouzi NAD". Sorbitol je alkohol vysoce hydrofilni, proto nemi@ize difundovat bunéénou
membranou ven zbunky a dochazi kjeho intracelularni akumulaci s osmoticky
aktivnim G¢inkem (GABBAY 1973).
Vyuziti NAD" sorbitol-dehydrogenazou vede k zvyseni poméru NADH / NAD",
které je oznacovano jako pseudohypoxie a vede k aktivaci patologickych metabolickych

a signaliza¢nich drah (WILLIAMSON et al. 1993).

2.4.2.3. Hexozaminova cesta

Aktivace hexaminazové cesty patii mezi dalsi patologické mechanismy,
které¢ se wuplatiuji pfi rozvoji inzulinové rezistence a diabetickych vaskularnich
komplikaci. Hyperglykémie indukuje tvorbu transformujiciho ristového faktoru B

(TGFB) mezangialnimi a tubularnimi buiikami ledvin (ZIYADEH et al. 1994).
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Metabolicka draha zahrnuje konverzi glukdzy na gluko6zo - 6 - fosfat (G - 6 - P) pomoci
enzymu hexokinazy, ktery je nasledné v procesu glykolyzy konvertovan na frukt6zo-6-
fosfat (F - 6 - P). F — 6 - P je enzymaticky konvertovan na glukozamin-6-fosfat, ktery
slouzi jako substrat pro syntézu mnoha latek. Jejich akumulace vede k aktivaci protein
kinazy C (PKC) a TGF3 (MARSHALL et al. 1991).

2.4.2.4. Oxida¢ni stres a volné radikaly

Oxidacni stres a nasledné oxidacni poSkozeni tkdni je konecnou fazi chronickych
onemocnéni, jako je aterosklerdza, diabetes a revmatoidni artritida (BAYNES a
THORPE 1999).
Reaktivni kyslikové radikaly vznikaji pii metabolickych procesech v mitochondriich,
peroxizomech a v mnoha cytozolickych enzymatickych systémech. Tvorbu ROS muze
vyvolat rovnéz ftada exogennich Ciniteld (UV  zafeni, ionizujici zafeni,
chemoterapeutika, zanétlivé cytokiny, toxické latky). Organizmus si proti vznikajicim
oxidantim vytvofil antioxida¢ni obranny systém, ktery ptedstavuji enzymy jako
katalaza, superoxid dismutaza a redukovany glutation. Tyto enzymy reguluji mnozstvi
radikald a udrzuji tak homeostazu. Snizeni hladiny ROS muze narusit fyziologickou roli
oxidantl pfi bunécné proliferaci nebo pti obrané vlastniho organismu. Podobn¢ zvySena
hladina oxidantti ma $kodlivé ucinky. Mize vést az k bunécné smrti a urychlit proces
starnuti. Pokud volné radikaly nejsou odstrafiovany, atakuji a poskozuji proteiny, lipidy
a nukleové kyseliny. ZvySena hladina volnych radikalt maze vytvaret stresové signaly,

které aktivuji specifické drahy (FINKEL a HOLBROOK 2000).

2.4.3. Hyperglykémie a stresem aktivované patologické drahy
uplatiiujici se u renalniho poskozeni
2.4.3.1. Aktivace protein kinazy C

Nedavné studie ukazaly vyznam aktivace protein kinazy C (PKC) a zvysené hladiny
diacylglycerolu (DAG) na rozvoj komplikaci sdruzenych s hyperglykemii. Aktivovana
PKC moduluje enzymatickou aktivitu fosfolipazy A a Na'/K® ATPazy a genovou
expresi komponent extracelularni matrix a kontraktilnich proteind. Z toho vyplyvaji
patologické zmény, které¢ souvisi se zvySenou hladiny gluk6zy. Patologické zmény se
dotykaji krevniho tlaku v cévach, kontraktility, permeability a proliferace bazalni

membrany. Diabetes nebo hyperglykémie je asociovana se zvySenou aktivaci riznych
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izoforem PKC, zejména izoformou B. 1zoforma PKC-8 je predominantné aktivovana ve

vSech vaskularnich tkanich a je zodpovédna za poskozeni cév (ISCHII et al. 1997).

2.4.3.2. Signalizace MAPK v ledvinach

V Casném stadiu ledvinnych komplikaci se v patogenezi uplatiuje mnozstvi
rastovych faktor a vasoaktivnich latek. Mitogeny aktivované protein kinazy (MAPK)
predstavuji uspofadany systém signalnich drah, které zprostfedkovavaji bunécnou
odpovéd’ na Siroké spektrum podnétd. Na stimulaci MAPK se podili i vySe zminény
enzym - PKC.

Aktivita MAPK byla méfena v glomerulech ledvin u potkant trpicich diabetem, ktery
byl vyvolan ucinkem streptozocinu. Bylo dokazano, ze aktivita MAPK v glomerulech
izolovanych z téchto potkand byla zvySena (AWAZU et al. 1999).

2.4.3.3. Signalizace zprostiedkovana NFkB

Transkripéni faktor NFkB reguluje expresi fady gend. Hraje Kritickou roli ve
zprostiedkovani zanétlivé odpovédi a apoptozy. K aktivaci NFkB rovnéz dochazi pii
chronickych onemocnéni, jako je diabetes a jeho komplikace (BIERHAUS et al. 2001).
Bylo zjisténo, Ze pro- a anti- apoptotické u¢inky NFkB jsou odlisné u rtznych typu
bun¢k a také zalezi na zpusobu jeho aktivace. Inhibice cytokini, které vyvolavaji
aktivaci NFkB, chrani B3 bunky pankreatu in vitro (HEIMBERG et al. 2001) a in vivo
pted apopdzou (ELDOR et al. 2006).

2.5. Genetické studie a markery diabetické nefropatie
Diabeticka nefropatie se vyskytuje u obou typt diabetu, ale trpi ji Castéji diabetici 2.
typu, nez pacienti s diabetem 1. typu (LOCATELLI et al. 2003).
Pticinou prudkého narlstu prevalence diabetu 2. typu neni zména genetického fondu
lidstva. PfiCinou je spiSe zména Zivotniho stylu. Tento stav vyplyva z interaktivniho
pusobeni zivotniho prosttedi na citlivy genotyp.

Pti globalnim pohledu je moZné zjistit rozdilnou frekvenci diabetu mezi riiznymi
etniky. Nékteré etnické skupiny vykazuji velmi vysokou prevalenci (SEDA 2005).
Nejvyssi prevalence diabetu a diabetické nefropatie je popisovana mezi
severoamerickymi indiany. Diabetes postihuje severoamerické indiany ve srovnani

S jinymi etniky neumérné cCastéji. Témét vyluéné se jedna o diabetes 2. typu. Je
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zajimavé, ze k rozvoji diabetu 2. typu dochazi jiz v mladS$im véku. S brzkym nastupem
onemocnéni souvisi i ¢asny rozvoj komplikaci. Nejvice informaci o dopadu diabetu na
americkou komunitu indiand pochazi z dlouhodobych studii a pozorovani indiand
kmene Pima Zijicich v Arizoné. Systematick¢ zkoumani této homogenni etnické
skupiny trvajici vice nez 40 let poskytlo cenné informace o pii¢inach rozvoje diabetické
nefropatie (PAVKOV et al. 2008).

Analyzy genomu postizenych sourozeneckych part indiani Pima umoznily
identifikovat ¢tyfi vazebné oblasti na DNA. Oblasti na chromozomech 3, 9, 20 jsou
spojeny s nefropatii. Oblasti na 3. a 9. chromozomu jsou ve vazb¢ s retinopatii. Oblasti

na chromozomech 7 a pravdépodobné na chromozomu 20 jsou spojeny s vnimavosti
k nefropatii, nikoliv k retinopatii IMPERATORE et al. 1998).

2.5.1. Metody a tskali zkoumani genetické komponenty diabetu

Je zfejmé, Ze se prakticky na vSech formach diabetu podili genetické komponenty.
Jejich identifikace je pomérné komplikovana. Ke genetickému studiu se v soucasné
dob¢ pouzivaji asociaéni a vazebné studie. Pro vazebnou analyzu komplexnich znakt se
pouzivaji tzv. neparametrické metody, tedy takové, kde se nepfedpokladd zadny
konkrétni zpiisob dédi¢nosti. Sledované rodiny s Castym vyskytem onemocnéni jsou
podrobeny analyze, zda postiZeni jedinci nesdileji n¢které alely Castéji.

Asociacni studie testuji vztah mezi konkrétni alelou, genotypem, haplotypem a
chorobou. Spocivaji ve srovnani vyskytu polymorfismu kandidatnich genti mezi
skupinou nepiibuznych postizenych jedinci a kontrolni skupinou, kterou ptedstavuji
zdravi jedinci. Kandidatni geny pfedstavuji takové geny, u kterych se predpoklada, Ze
maji vliv na patogenezi diabetu, respektive diabetickou nefropatii. Sleduji se statisticky

vyznamné rozdily mezi témito skupinami (SEDA 2005).

2.5.2. Asociaéni studie u diabetu a jeho komplikaci

Mezi zkoumané geny, jejichz produkty jsou zapojené do metabolismu glukozy, patii
aldozoreduktaza. Byly odhaleny 2 polymorfizmy v tomto genu: tranzice C/T na pozici -
106 a mikrosatelitni marker (CA)n vzdaleny 2,1 kb downstream od zacatku transkripce.
Alela T je vyznamné asociovana s diabetickou nefropatii, avSak asociace (CA)n
mikrosatelitu s diabetickou nefropatii prokazana nebyla (NEAMAT-ALLAH et al.
2001).
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S diabetickou nefropatii je dale asociovan polymorfizmus v 2. exonu gluk6zového
transportéru (GLUT1) zahrnujici transverzi G/T (HODGINSON et al. 2001).
Apolipoprotein E (Apo E) se podili na transportu lipidit v krvi. Polymorfizmus ApoE je
spojeny s patogenezi ateroskler6zy, neurodegenerativnim onemocnénim a rovnéz
s renalnim onemocnénim. Je znamo 6 polymorfizma gent pro ApoE (LIBEROPOULOS
et al. 2004).

Pozornost se zaméfila také na geny, které maji vztah k hypertenzi, zejména na
studium genu angiotenzin konvertujiciho enzymu. Inzeréni (I)/ delecni (D)
polymorfizmus tohoto genu se nachazi v 16. intronu. P¥itomnost nebo delece fragmentu
dlouhého 250 bp definuje 3 genotypy: Il, ID, DD( RIGAT et al. 1990). Alela D nebo
genotyp DD je spojen srizikem rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni
(SCHUNKERT et al. 1994, RAYNOLDS 1993), Ig A nefropatii (HARDEN et al.
2003) a diabetickou nefropatii (HA et al. 2003)

Dale byly zkoumany polymorfizmy genti spojené s metabolizmem oxidu dusnatého.
Byl objeven polymorfizmus eNOS v intronu 4 asociovany s rozvojem diabetické
nefropatie (NEUGEBAUER et al. 2000). Tato skute¢nost byla intenzivné zkoumana,
avSak nékteré studie asociaci polymorfizmu eNOS s diabetickou nefropatii nepotvrzuji
(WANG et al. 1999).

Heparan sulfat proteoglykan (HSPG) je slozkou bazalni membrany glomeruli a
slouzi jako selektivni bariéra pro negativné nabit¢é molekuly. Byl odhalen
polymorfizmus v 6. intronu HSPG genu, ktery zahrnuje transverzi G/T. Alela T je
spojena s vyssim rizikem rozvoje nefropatie na podklad¢é diabetu 2. typu (LIU et al.
2003).
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2.6. Vitamin D3 a jeho vyznam

V 17. stoleti popsali Whistler (vr. 1645) a Glisson (v r. 1650) kiivici jako
onemocnéni kosti, které se vyskytujici se u déti (RAJAKUMAR 2003). Samotny
vitamin D a jeho ucinky byly popsany mnohem pozd¢ji. Vitamin D neni vitaminem
V pravém slova smyslu, je fazen mezi hormony. Toto zafazeni nevychazi pouze z jeho
struktury, ale i ucinka.
Syntéza vitaminu probiha v nékolika postupnych reakcich. Provitamin D3 je
syntetizovan v kazi ze 7 - dehydrocholesterolu. Tento proces je zavisly na slunecnim
zateni, konkrétné jeho ultrafialové oblasti (270 - 300 nm). Energie UV zéfeni je
absorbovana dvojitymi vazbami B kruhu cholesterolu a dochazi k $tépeni rigidniho
kruhu za vzniku provitaminu D3. Provitamin D3 je v bunikach epidermis a dermis
transformovan na cholekalciferol. Tato forma vitaminu mtze byt ziskdna také z potravy.
Z rostlinnych zdroju je pfijimén jako vitamin D2 - ergosterol. Vitamin D3 1 D2 je
hydroxylovan 25- hydroxylazou v jatrech na 25 - hydroxyvitamin D3, ktery piedstavuje
hlavni cirkulujici formu D3. V ledvinéch je 25 - hydroxyvitamin D3 konvertovéan 1- a -
hydroxylazou na svoji fyziologicky nejvice aktivni formu 1,25 - dihydroxyvitamin D3.
Syntéza aktivniho metabolitu je regulovana parathormonem (PTH), hladinou vapniku a
fosfati v krvi. Esencialni role D3 spociva v regulaci mineralizace nebo remodelace
kostni hmoty pfes metabolizmus vapniku a fosforu. D3 stimuluje absorpci vapniku a
fosforu ze stieva, resorpci zkosti a zpétné vstiebavani zledvi (HOLICK 1996,
HOLICK 2004).
V krevnim ob€hu jsou vSechny metabolity D3 navazané na bilkovinny nosi¢, znamy
jako vitamin D binding protein (DBP) (HADDAD et al. 1993). Na odbourani 25 -
dihydroxyvitaminu D3 a 1, 25- dihydroxyvitaminu D3 se podili 24 - hydroxyldza, ktera
iniciuje kaskadovitou katabolickou reakci (TANAKA et al. 1997).
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2.6.1. Imunomodula¢ni efekt vitaminu D

Vliv vitaminu D3 na imunitni systém je znam vice nez 20 let (LEMIRE et al. 1984,
RIGBY 1984). V poslednich letech se ukazuje, ze D3 ma mnohem rozsahlejsi oblast
imunomodula¢nich ucinkt. Uplatiuje se v regulaci bunééné diferenciace, proliferace a
apoptoze. Ma ulohu v usidlovani (homingu) T lymfocytd v tkanich a v produkci
specifickych izotypu protilatek (MORA et al. 2008). Vitamin D3 snizuje proliferaci B
bunék, diferenciaci plazmatickych buné¢k a sekreci imunoglobulinu izotypu IgG
mononuklearnimi bunikami (PBMC) (LEMIRE et al. 1984, CHEN et al. 2007).

Lokalné produkovany D3 pisobi autokrinné nebo parakrinn€. Receptor pro vitamin
D byl nalezen na vétSin€ bunék imunitniho systému, nejvice na antigen prezentujich,
zejména na makrofazich a DC a také na aktivovanych T lymfocytech (MATHIEU et al.
2004).
Aktivované makrofagy a dendritické bunky (DC) obsahuji enzym 1- o -hydroxylazu,
ktery je nezbytny pro kone¢ny aktivacni krok vitaminu D3. 1- a —hydroxyldza ptitomna
v imunocytech je identicka s renalni hydroxylazou, ale regulace jejiho genu je odlisna.
Gen pro renalni hydroxylazu je pod kontrolou parathyreoidniho hormonu, kdezto
V imunocytech je regulovan imunitnimi signaly a to zejména interferonem y (IFNy) a
Toll-like receptory (OVERBERGH et al. 2000).
In vitro vitamin D3 podporuje fagocytozu a zabijeni bakterii makrofagy, ale suprimuje
antigen prezentujici kapacitu makrofagii a DC. Vazbou hormonu na VDR receptor je
potla¢ena exprese MHC molekul II. tfidy. Snizend je také produkce adhezivnich
molekul nezbytnych pro aktivaci T lymfocytt, napt. B7.2 (VAN ETTEN et al. 2004).
Diky snizené produkci kostimulaénich molekul a snizené schopnosti prezentace
antigenu MHC II. tfidy, zejména na DC, je nepifimo suprimovéana aktivace Thl
lymfocyti. Naopak je podporovana indukce Th2 a regula¢nich lymfocyti. D3 a jeho
analogy maji také pifimy vliv na T lymfocyty. Je inhibovana produkce IL-2 a IFN y Thl
lymfocyty, zatimco produkce 1L-4 Th2 lymfocyty je podporovana (OVERBERGH et al.
2000, BOONSTRA et al. 2001).
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Obr. ¢&. 2: Vliv vitaminu D na imunitni systém (BOUILLON et al. 2008)
1,25 - dihydroxyvitamin D3 inhibuje povrchovou expresi molekul MHC II. tfidy, kostimulaénich molekul

a produkci interleukinu 2 antigen prezentujicimi butikami (napf. dendritickymi bufikami). Dochazi
k posunu polarizace T bunék smérem k regulaénim (protektivnim) T lymfocytlim. Tyto imunomodulaéni
funkce vitaminu D3 zprostiedkované buitkami adaptivniho imunitniho systému vedou k ochrané tkani
pfed autoimunitnimi chorobami. Vitamin D 3 plsobi stejné tak na slozky pfirozen¢ho imunitniho

systému. Zesiluje antimikrobialni funkce monocytti a makrofagu.

2.6.2. Vitamin D a diabetes I. typu

Ptimé poskozeni 8 bunék cytokiny a jinymi zanétlivymi agens je jeden z hlavnich
patogenetickych mechanismu diabetu I. typu. Inhibice funkce B buné¢k je zpisobena IL-
IB  nebo IFNy. Vitamin D3 brani tomuto poSkozeni tim, Ze blokuje indukci
povrchovych receptord pro cytokiny. Stimulace exprese gent pro MHC II. tiidy a
adhezivnich molekul byla pozorovana po inkubaci s D3 nebo jeho analogy (RIACHY et
al. 2001).
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2.6.3. Vitamin D a diabetes II. typu

Efekt vitaminu D na syntézu a sekreci inzulinu

Nedostatek vitaminu D vede k poruse sekrece inzulinu jak u zvifeciho modelu, tak u
lidského. Poskozeni B bunck pankreatu je primdrné zplsobeno jeho piimym
nedostatkem nebo hypokalcémii (ZEITS et al. 2003). Vyssi hladina vitaminu D je
asociovana SnizSim rizikem rozvoje diabetu 2. typu. Nalezeni optimalni hladiny

vitaminu D3 se zda byt jako jedna z moznych strategii prevence onemocnéni (LIU et al.

2010).

2.6.4. Vitamin D a nefropatie

Protektivni role vitaminu D u diabetické nefropatie

Vitamin D3 negativné reguluje renin - angiotensinovy systém (RAS), ktery ma
kritickou roli vrozvoji diabetické nefropatie. Zhang et al. testovali na mysich
s inaktivovanym genem pro VDR citlivost k hyperglykémii. Takto znevyhodnéna mys
vyvinula téZkou albuminurii a glomerulosklerézu. Zavazné poskozeni ledvin bylo
zpusobeno zuZenim bazédlni glomerularni membrany a vyhlazenim vrstvy podocyta.
Mysi s inaktivovanym genem pro VDR ve srovnani s divokym typem diabetické mysi
exprimovaly vice fibronektinu, ale méné nefrinu. D3 inhiboval vysokou hladinu
glukozy a suprimoval aktivaci RAS a TGF B v mezangidlnich a juxtaglomeruldrnich

bunikach (ZHANG et al. 2008).

2.6.5. Jaderny receptor vitaminu D

Receptor pro vitamin D je exprimovan ve vétSiné tkani v téle. Je to fosfoprotein
patfici do rodiny nuklearnich receptord, ktery vaze hormon s vysokou afinitou. N -
terminalni oblast VDR obsahuje motivy zinkovych prsti a je esencialni pro kontakt
s transkripénim faktorem II B zodpovédnym za rozpozndni a vazbu na DNA
(JURUTKA et al. 2000).

Makishima et al. demonstrovali, ze VDR také funguje jako receptor pro litocholovou
kyselinu, ktera je hepatotoxicka a potencionalni stievni karcinogen. VDR je mnohem
citlivgj$i na litocholovou kyselinu a jeji metabolity nez jiné nuklearni receptory.
Aktivace VDR litocholovou kyselinou indukuje in vivo expresi CYP 3A, ktery ji
detoxifikuje v jatrech a stievé (MAKISHIMA et al. 2002).
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Gen pro receptor vitaminu D lezi na dlouhém raménku 12. chromozomu a je tvoren
11 exony a spolu s vmezefenymi introny je velky pfiblizn¢ 75 kb. Exony 1A, 1B a 1C
koduji 5° UTR, 8 zbyvajicich exonl koduje strukturni ¢ast genu (MIYAMOTO et al.
1997).

2.6.6. Studované polymorfizmy genu pro receptor vitaminu D

Vzhledem kroli a funkci vitaminu D v lidském téle byla zpracovana fada studii,
které se zabyvaly polymorfizmy tohoto genu zejména ve spojitosti S kostnim
metabolizmem. Cetné asociaéni studie byly vénovany problematice osteopordzy a
sledovani kostni denzity (HOUSTON et al. 1996, SAINZ et al. 1997, GARNERO et al.
2005), télesného vzrustu (SUAREZ et al. 1997), hypoparathyroidismu (CARLING et
al. 1998) a umoznila identifikovat polymorfizmy délky restrikénich fragmentd pomoci
restrikénich endonukleaz Bsm I, Fok I, Taq | a Apa .

Gen receptoru pro vitamin D vykazuje cetné polymorfizmy. Jednim znich je
jednonukleotidovy repetitivni polymorfizmus (A), v 3 nepiekladané oblasti, dale Fok I
polymorfizmus, ktery se vyskytuje uprostied exonu 2, Bsm | a Apa I, které se nalézaji
v intronu 8 a Taq I, ktery lezi v exonu 9 (HAUSSLER et al. 1998).

Fok | polymorfizmus odpovida zaméné¢ T/C (ATG — ACG) vV translaénim pocatku
VDR a vede k syntéze 2 rizné¢ dlouhych proteinovych produkti. Delsi verze proteinu
(247 aminokyselin) je oznac¢ovana jako T neboli f alela a téz jako forma M1 (metionin
na prvni pozici). Kratsi verze proteinu dlouhd 424 aminokyselin je oznaovéna jako C
neboli F alela a téZ jako M4 forma (metionin na 4. pozici). Rozdil mezi t€émito dvéma
rizné¢ dlouhymi proteiny spociva v efektivité interakce mRMA s transkripnim
faktorem TFIIB. Kratsi forma proteinu (M4) reaguje s timto transkripénim faktorem
efektivnéji nez forma del$i (BAKER et al. 1988, MIYAMOTO et al. 1997).

Na rozdil od Fok | polymorfizmu, neni zcela znamo, jaky vliv na VDR maji
polymorfizmy Bsm I, Apa | a Taq |, které se nachazi v blizkosti 3" nekodujici oblasti
(UTR). Je vsak znamo, ze 3" UTR ma dilezitou Glohu v regulaci exprese gend, zejména

stability mRNA.
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2.6.7. Polymorfizmy genu pro receptor vitaminu D ve vztahu k diabetu

a ledvinnému poskozeni

Skrabi¢ et al. ve své studii popsali polymorfizmy VDR genu u fecké populace.
U pacientt trpicich diabetem I. typu provedl genotypizaci pomoci vyse zminénych
restrikénich endonukleaz: Bsm I, Apa | a Taq . Nejvyssi vnimavost k diabetu I. typu
nalezl u kombinace genotypu BBAAtt ( SKRABIC et al. 2002).
Pani et at. dosli ve své studie ke stejnému zaveéru. BAt haplotyp vykazoval nejvyssi
vnimavost k diabetu 1. typu (PANI et al. 2000).
Chang et al. provedli podobnou studii, ale na asijské populaci. Alely B a A se
vyskytovala u diabetickych pacientti s vyssi frekvenci. Na rozdil od ptedchozich skupin,
nebylzaznamenam rozdil ve vyskytu polymorfizmu Tagq | mezi kontrolami a
nemocnymi (CHANG et al. 2000).
U hemodialyzovanych pacientll byla provedena asocia¢ni studie pomoci polymorfizmu
Bsm | . Nagaba et al. testovali vyskyt B/b alely na skupiné japonskych pacientti. Autofi
vsak nezaznamenali signifikantni rozdil v distribuci alel mezi zdravymi kontrolami a

hemodialyzovanymi pacienty (NAGABA et al. 1998).
1A IB IC 1 1l IVV Vvl viivil IX 3"UTR

Fokl Bsml Apal Taql
CIT AIG GIT TIC

Obr. €. 3: Zkoumané polymorfizmy a struktura genu pro VDR

Lidsky VDR gen je tvofen celkem 11 exony, tfi z nich (IA, IB a IC) se nachazeji v 5" UTR oblasti.
Zbyvajicich 8 exoni koduje (exony 2-9) strukturni ¢ast genu. Fok | polymorfizmus odpovida substituci
T/C v translaénim pocatku VDR. Bsm I a Apa | se nalézaji v intronu 8. Taq | polymorfizmus se nachazi

v exonu 9.
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2.7. Parathyreoidni hormon (parathormon) a jeho funkce

Parathyreoidni hormon (PTH) ma podstatnou tlohu v metabolismu vapniku a fosforu
a pro své ucinky se pouziva v 1écbé osteoporozy. PTH aktivuje zpétnou resorpci Ca®*
Vv distdlnim tubulu a v sbérném kandalku. ZvySuje hladinu vépniku v krvi odbouranim
kostni hmoty osteoklasty (BINGHAM et al. 1969).
Soucasn¢ zpusobuje exkreci fosfati (fosfaturii) prostfednictvim inhibice jejich
vstiebavani Vv proximalnim a distalnim tubulu ledvin (GREENWALD et al. 1925).
V neposledni fad¢ pak aktivuje v ledvinach syntézu vitaminu D3 (GARABEDIAN et al.
1972).
Utinek PTH je zprostiedkovan vazbou na receptor PTHIR, ktery je ¢lenem rodiny
receptortt asociovanych s G proteiny (JUPPNER et al. 1991). Tato rodina zahrnuje
receptor pro glukagon, kalcitonin a dalsi terapeuticky vyznamné hormony (HOARE

2005).

2.7.1. Chronické renalni selhani ve vztahu k parathormonu

Chronické renalni selhani vede k sekundarnimu hyperparathyreoidismu témét u
vSech pacientti. Podniceni funkce pfistitnych télisek je zptisobeno nasledujicimi faktory:
nedostate¢nou produkci kalcitriolu ledvinami, nedostatkem vapniku a nadbytkem
fosfati. Patologické zmény se odehravaji 1 na molekuldrni Grovni, kdy dochazi
k patologické stimulaci transkripce a translace prepro-parathyreoidniho hormonu a
nasledné k zvysené proliferaci bunék piistitnych télisek (DRUEKE 2001).
pulsni terapii vitaminem D. Incidence hyperparathyreoitidy u hemodialyzovanych

pacientl bez diabetu mellitu je niz$i (INABA et al. 2002).

2.7.2. Struktura genu PTH

Diky své stézejni tloze v metabolismu a v patogenezi nckolika genetickych
onemocnéni se lidsky parathormon stal zdjmem mnoha molekuldrnich biologi a
genetikl. Vasicek et al. popsali strukturu odpovidajiciho genu leziciho na kratkém
raménku 11. chromozomu, ktery se sklada se z 3 exond. Exon 1 je netranslatovany,
exon 2 koduje 25 aminokyselin dlouhy signélni peptid a ¢ast prohormonu a exon 3

koduje zbytek prohormonu a celou PTH molekulu (VASICEK et al. 1983).
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Obr. €. 4: Zkoumané polymorfizmy a struktura PTH genu
Schématické zobrazeni intronii a exontt PTH genu, ktery koduje prepro-PTH molekulu. Signalni peptid je

kédovan 25 aminokyselinami. 3° UTR obsahuje konzervovanou sekvenci 26 nukleotidd, ktera je kriticka

pro stabilitu mMRNA (GOSWAMI et al. 2004).

Velké tGsili bylo vynaloZeno na identifikaci asociace mezi restrikénimi polymorfizmy
PTH a onemocnénim pfistitnych télisek, at’ uz ve smyslu snizené nebo zvysené sekrece
hormonu. V téchto studiich byla zna¢na duvéra kladena na polymorfizmus Pst | a Taq |
(SCHMIDKE et al. 1984).

Genotyp PTH je také charakterizovan piitomnosti nebo absenci restrikénich mist pro
Dra Il (C — A substituce) nebo Bst Bl (G — A substituce) restrik¢ni endonukleazy.
Polymorfizmus Dra Il je zptsoben substituci C — A v kodonu 52 v exonu 3.

Substituce G — A v intronu 2 se naléza 54 nukleotidd downstream od 3" konce exonu
2 (respektive 50 nukleotidh upstream od 3’sesfihového akceptorového mista.
V sestfihovém procesu se uplatituje kratkd konzervovand sekvence zvana vétvici misto,
které funguje jako rozpoznavaci signdl pro spliceozom. Vétvici misto je charakteristické
vysokym obsahem adenosinovych zbytki, které slouzi jako kotva pro sestaveni
spliceozomu a nachazi se ve vzdalenosti 10 - 50 nukleotidii upstream od 3" sestfihového
mista. Pravé substituce G — A by mohla vést k tvorbé nového vétviciho mista a
k zméné sestiihu mRNA PTH. Za tucfelem moznosti piedpovédét tvorbu nového
potenciondlniho vétvictho mista byl vytvofen skoérovaci systém pro urcitou
nukleotidovou sekvenci. Podle této skorovaci metody, sekvence se skorem vys$im nez
96 %, muze skutecné byt vétvici misto. Zameéna G — A vede k vzniku nové kombinace
nukleotidové sekvence, ale podle tohoto skoérovaciho systému dostala tato sekvence
pouze 61 % a tedy vznik nového vétviciho mista je nepravdépodobny (GOSWAMI et
al. 2004).
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2.7.3. Polymorfizmy PTH ve vztahu k diabetu a ledvinnému poskozeni
Ve své studii Gohda et al. nezjistili signifikantni rozdil v zastoupeni genotypti BB/bb
a DD/dd mezi kontrolni skupinou a hemodialyzovanymi pacienty. AvSak u
hemodialyzovanych pacienti s genotypem Dd/dd nalezli vyssi hladinu sérového
parathormonu. Predpoklada se, Zze genotyp DD je asociovan s niz§imi plazmatickymi

hladinami parathormonu (GOHDA et al. 2002).
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3. Material a metody

3.1. Pouzivany material

3.1.1 Pufry a roztoky

Vysolovaci metoda izolace DNA

RCLB (Red Cell Lysis Buffer):

WCLB (White Cell Lysis Buffer):

Agarozova gelova elektroforéza

TBE pufr:

Loading Dye 6%, Fermentas, Kanada

3.1.2. Enzymy
Restrikéni enzymy
Apa |

Bsm |

Bst BI

Fok I

Taq |

Modifikaéni enzymy
Proteinaza K

Taq DNA polymeraza

320 mM sacharo6za
1% (v/v) Triton X100
12 mM TRIS HCI, 5 mM MgCl; . s H,0)

120 mM EDTA pH=8
375 mM NacCl

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

0,25 % xylencylonova modt, 30 % glycerol

TaKaRa (Japonsko)
New England BioLabs (USA)
New England BioLabs (USA)
TaKaRa (Japonsko)
TaKaRa (Japonsko)

30 units/mg, Sigma Aldrich, USA
Fermentas, Kanada

3.1.3. Komeréni soupravy a standardy

PCR reak¢ni kit, Fermentas, Kanada

Taq DNA Polymeraza 500u / ul
10 x Taq Buffer with (NH,4),SO4
10 x Taq Buffer with KCI

25 mM MgCl,
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High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied BioSystems, USA

10 x RT Buffer
100 mM dNTP Mix
10 x RT RandomPrimer

MultiScribeReverse - Transriptase

ZR Whole-Blood Total RNA Kit TM, ZYMO RESEARCH, USA

ZR RNA Buffer, RNA Prewash Buffer

RNA Wash Buffer
DNAase/RNAase - Free Water
Zymo-Spin IC Columns
Zymo-Spin 111C Columns

TagMan Gene Expression Master Mix, Applied Biosystem, USA
Marker pUC19 DNA/Mspl, Fermentas, Kanada
50 bp DNA Ladder, New England BioLabs

3.1.4. Chemikalie
Chemikalie

Agaroza

Deoxyadenosin- 5- trifosfat
Deoxythimidin- 5- trifosfat
Deoxycytidin- 5- trifosfat
Deoxyguanosin- 5- trifosfat
Dodecylsulfat sodny

Etanol (96%, 70%)

GelRed

Chlorid sodny

Kyselina borita

Kyselina etylendiamintetraoctova

Sacharé6za

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

Biotium, USA
Serva, Némecko
Amresco, USA
lékarna FNKV
Sigma Aldrich, USA
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Tris baze Carl Roth, Némecko

Triton X — 100 Sigma Aldrich, USA
Histopaque Sigma Aldrich, USA
PBS Invitrogen, USA

RNA later Sigma Aldrich, USA

3.1.5. Pouzité oligonukleotidy a sondy

Tag Man Gene Expression Assay:

VDR: Hs 01045840 _m1, Applied Biosystem, USA

hu TBP: Hs 00427620 _m1, Applied Biosystem, USA
hu B-actin, Hs 99999903 m1, Applied Biosystem, UK
PPIA: Hs 99999904 m1, Applied Biosystem, USA

Tab. ¢. 2: Seznam pouzitych primeri pro amplifikaci geni VDR a PTH

Nazev Sekvence Gen
VDROF CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA ¢ VDR
VDROR AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG

VDR2F CAGAGCATGGACAGGGAGCAA" VDR
VDR2R GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC

VDR3F AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTC 7
VDR3R ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC VDR

PTH3F CATTCTGTGTACTATAGTTTG®
PTH3R GAGCTTTGAATTAGCAGCATG PTH

V PCR byly pouzity primery ptevzaté z literatury: a, B, vy (ISRANI et al. 2009), 5 (KANZAWA et al.
1999, GOHDA et al. 2002).
dodavatel primerti — IDN (CR)
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3.1.6. Pouzivané pristrojové vybaveni

Autoklav Systec DE-23, Systec, Germany

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

Automaticka pipeta osmikanalova Discovery® (1-10), PZ HTL, Polsko

Chlazena centrifuga Z300 K, Hermle, Némecko

Kombinované 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

MikroviInna 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

3.1.7. Pouzivané pocitaCové programy

GeneSnap, Syngene, Velka Britanie

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
GraphPad Prism 5.04 (voln¢ dostupna verze)
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3.1.8. Skupiny pacienti

V obdobi 2006 - 2011 byl vytvofen hodnotny soubor pacienti. Pacienti jsou
evidovani ve Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady v Praze. Cést souboru je tvofena
némeckymi pacienty, ktefi jsou evidovani ve Fakultni nemocnici v Mannheimu.
Kontrolni soubor, ktery postihuje prufez populace, predstavuji zdravi darci krve. Do
studia byli zatazeni pacienti, ktefi splituji urcita vstupni kritéria. Skupina DM 1 a DM 2
je tvofena diabetiky 1. a 2. typu, bez ledvinného poskozeni (CDK, chronical kidney
disease). Skupina NDRD (diabetici s nediabetickou nefropatii) je tvofena pacienty
SCDK 2. - 4. stupné¢ na podkladu nediabetické nefropatie. Skupina DN (diabeticka
nefropatie) je pfedstavovéna pacienty s CDK 2. - 4. stupné na podkladu diabetické
nefropatie. Kritéria pro stanoveni typu nefropatie jsou klinicko — laboratorni. Projevy
manifestni diabetické nefropatie (DN) jsou: proteinurie > 0,5 gramu proteinti v moci za
24 h s anamnézou predchazejici mikroalbuminurie, doba trvani diabetu delsi nez 10 let,
normalni velikost ledvin na ultrasonografii, nejlépe i ptfitomnost diabetické retinopatie.
Kritéria pro zatazeni do skupiny NDRD typu renovaskularniho onemocnéni ledvin
(RVO) jsou: negativni proteinurie, negativni mikroalbunimurie, doba trvani diabetu
delsi nez 10 let, zmenSena velikost ledvin na ultrasonografii, neptitomnost diabetické

retinopatie.

Tab €. 1: Rozdéleni vySetfovaného souboru pacientii

skupina NDRD DN DM 1 DM 2 Kontroly

pocet

pacienti 47 132 31 116 118

ve skupiné

prumérny vék 79, 86 70 45,15 64, 89 40

vékovy rozptyl 51 — 89 41 -80 24 - 68 45— 88 24-72

pohlavi 19 Zen 57 zen 13 Zen 54 Zen 67 Zen
28 muzi 75 muzi 18 muzi 92 muzi 51 muzi

Vysvétlivky: NDRD skupina - pacienti s nediabetickou nefropatii, DN skupina - pacienti s diabetickou
nefropatii, DM 1 - pacienti s diabetem 1. typu bez ledvinnych komplikaci, DM 2 - diabetici 2. typu bez

ledvinnych komplikaci, kontrolni skupina je piedstavovana zdravymi darci krve.

- 40 -



3.2. Metodika prace a postupy
3.2.1. 1zolace DNA z periferni krve

Na izolaci DNA byla pouzita plna nesrazliva periferni krev s EDTA, bud’ cersva
nebo zmrazena na -20 °C. K samotné izolaci byla vyuzita vysolovaci metoda dle
Millera (MILLER et al. 1988).

Princip

V prvnim kroku byly dezintegrovany membrany erytrocytii. Nasledné byla ziskana
smés proteinh a DNA dezintegraci leukocytdrni membrany proteindzou K za
ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) jako detergentu. Poté byla k roztoku DNA
pfidana vysokéa koncentrace NaCl. Ionty NaCl vytvareji hydrata¢ni obal, diky kterému
je DNA tzv. vysolena z roztoku. V poslednim kroku vedlo piidani 96 % etanolu
k precipitaci DNA. Nasledovalo promyti DNA 70 % etanolem, které zvySuje Cistotu
DNA.

Postup

1) K 500 pl plné krve byl pfidan 1 ml RCLB pufru a smés byla 30 s tfepana lehce
obracenim zkumavky. Poté byla zkumavka sto¢ena 3 min pii 16 000 g. Supernatant byl
odebran a pomoci gazy byla zkumavka zbavena zbytku supernatantu.

2) Sediment byl resuspendovan v 1 ml destilované vody a stofen pii 16 000 g.
Promyvani bylo opakovano, dokud nebyl sediment svétly, bez erytrocytu.

3) K sedimentu bylo pfidano 235 ul dH,0, 80 ul WCLB a obsah byl resuspendovan.
Poté bylo pfidano 40 pl 10 % SDS a 15 ul proteinazy K a zkumavka byla inkubovana
na otaCecim rotatoru pii 55 °C 60 min. Po inkubaci byl obsah zkumavky zchlazen na
pokojovou teplotu.

4) Poté bylo piidano 100 pul 6M NacCl a nasledné bylo se zkumavkou silné tfepano 15 s.
Obsah byl stocen 6 min pii 16 000 g a supernatant byl pfenesen do nové zkumavky.

5) Supernatant byl promichan s 1 ml Cistého etanolu vychlazeného na — 20 °C. DNA
byla vysrazena lehkym obracenim zkumavky a poté inkubovana 20 min na ledé. Po
inkubaci byl obsah stoc¢en 2 min pti 16000 g a supernatant byl odebran.

6) DNA byla promyta 1 ml 70 % etanol a stocena 2 min pii 16 000 g. Gazou byly stény
zkumavky opatrn¢€ zbaveny zbytky etanolu. Poté byla DNA suSena a rozpusténa ve 100
ul dH,0. Vytézek DNA se pohyboval kolem 70 - 100 ng/ul. DNA byla uchovavana pii
4 °C.
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3.2.2. Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Kvalita a kvantita DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci nanofotometru
v kfemennych kyvetach pii vinové délce A 260 a 280 nm.
Kontaminace DNA proteiny a RNA byla urena porovndnim podilu absorbanci

AoeolAsgo & Aoeoloa0 V doporuéeném rozmezi pro éistotu DNA 1,8 — 2.

3.2.3. Izolace mononuklearnich bunék z periferni krve
Za ucelem budouci kvantifikace proteinu VDR byly izolovany mononuklearni
bunniky periferni krve (PBMC) metodou hustotni gradientové centrifugace za pouziti

izola¢niho roztoku Histopaque.

1) Periferni heparinizovana krev byla natfedéna 1:1 sterilnim roztokem PBS (1%) (10 ml
PBS + 10 ml krve).

2) Do 50 ml zkumavky bylo naneseno 8 ml Histopaque (méné nez polovina objemu
fedéné krve).

3) Pomoci 10 ml pipety byla nafedéna krev navrstvena na hladinu Histopaque, tak aby
nedoslo k promichéni obou vrstev. Zkumavka byla sto¢ena na centrifuze se zaplymi
brzdami (program soft) pii 400 g po dobu 35 min.

4) Pomoci pipety byla odebrana vrstva séra.

5) Pomoci pipety byl odebran prstenec mononuklearnich bungk, tak aby nedoslo
k nasati Histopaque.

6) PBMC byly pieneseny do nové zkumavky s 20 ml PBS (1%), ktera byla stocena pfi
250 g 10 min.

7) Poté byl odebran supernatant a pelet byl resuspendovan v 10 ml PBS (1%) a opét
stoc¢en pii 250 g 10 min.

8) Supernatant byl odebran a bunécna peleta byla nakonec resupendovana v 2 ml PBS

(1%) a zamrazena na -80°C.

-42 -



—Plazma
Ko - o
= 0o mp
> A bum'

N

HISTOPLAQUE 1077

Obr. ¢ 5: Schématické zobrazeni jednotlivych frakei bunék béhem hustotni

gradientové centrifugace na izolaénim roztoku Histopaque.

Granulocyty a erytrocyty pronikaji béhem centrifugace skrze separaéni médium na dno zkumavky,

zatimco mononukledrni bunky zdstavaji ve form¢ interfdze mezi vrstvami plazmy a separacniho média.

3.2.4. Genotypizace polymorfizmi genii pro receptor vitaminu D a

parathyreoidni hormon
Pro ucel genotypizace byl nejprve amplifikovan pozadovany usek DNA pomoci
PCR. Amplifikovany produkt byl poté $tépen restrikéni endonukleazou specifickou pro

kazdou alelu.

3.2.4.1. Polymerazova retézcova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR) slouzi krychlé a selektivni amplifikaci
pozadovaného useku DNA. Princip je zaloZen na vyuZiti termostabilni polymerazy,
ktera nepodléhd denaturaci pii zvySené teploté. Kazdy cyklus se sklada z 3 po sobé
jdoucich kroki: denaturace, nasednuti primert a elongace. Béhem denaturace dojde
vlivem vysoké teploty k odd€leni obou fetézcti templatové DNA. V druhé fazi dochazi
k ochlazeni vzorku a hybridizaci primerti na komplementarni sekvenci DNA. V tfetim

kroku probiha syntéza ptislusného useku DNA (http://www.gelifesciences.com).

Obecné kroky amplifikace:

A) denaturace templatu pfi teploté 94 ° (95) °C

B) krok pfipojeni primert — teplota pfipojeni zavisi na teploté Tm obou primert

C) krok prodlouzeni (elongace) piipojenych primerd Tag DNA polymerazou, reakce
probiha pfi teploté 72 °C, doba zavisi na délce amplifikovaného useku DNA. Rychlost
pfipojovani jednotlivych bazi Tag DNA polymerazou ¢ini 2 — 4 kb / min.
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Optimalizace PCR:

Pro genotypizaci bylo nejprve nutné najit vhodné podminky pro amplifikaci useku
DNA, tak aby byl ziskan produkt o dostatecné koncentraci a bez nespecifickych
produkti. Pro ucel optimalizace byla ménéna koncentrace MgCl,, DNA a teplota
hybridizace primerd. Pro optimalizaci byly vyzkouSeny 2 pufry: 10 x Taq Buffer with
KCl a 10 x Taq Buffer with (NH,), SOy,

Po optimalizaci protokolu byl pouzit protokol v nasledujici tabulce (Tab. ¢. 3):

Tab. & 3: Obecné sloZeni smési pro jednu PCR

Slozka Mnozstvi (ul)
Taq Buffer (NHg)2 S04 (10 x) 5

dNTPs (2 mM) 5

MgClI (25mM) 3-6

Forward Primer (100) 0,25

Reverse Primer (100 pM) 0,25

Taq polymerasa (5U/ ul) 0,2

H20 30,3-33,3
celkovy objem 47

VSechny reagencie kromé& Taq DNA polymerazy byly rozmrazeny a reakéni smés byla
pfipravena v laminarnim boxu na ledu. Reakéni smési byly pfipraveny podle tabulky
(Tab. €. 3), jako posledni byla pfidana Taq DNA polymerdza. Smés byla rozpipetovana
po 47 ul k 3ul vzorku DNA.

Podminky PCR pro polymorfizmus Bsm | genu VDR:

1. pocatecni denaturace 60 s pii 95 °C

2. denaturace 60 s pii 95 °C

3. hybridizace primeri 60 s pii 68 °C 35 cykla
4. elongace 60 s pti 72 °C

5. dokonceni produkrt 5 min pii 72 °C
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Podminky PCR pro polymorfizmy Apa | a Tag | genu VDR:

o B~ W D

pocatecni denaturace
denaturace
hybridizace primera
elongace

dokonceni produktt

5 min pii 95 °C
60 s pti 95 °C
60 s pii 66 °C
60 s pii 72 °C
5 min pii 72 °C

30 cykla

Podminky PCR pro polymorfizmus Fok | genu VDR:

o &~ w0 DN

pocatecni denaturace
denaturace
hybridizace primera
elongace

dokonceni produktt

1 min. pii 95 °C
30 s pti 95 °C
30 s pti 66 °C
30 s pii 72 °C
5 min pti 72 °C

30 cyklt

Podminky PCR pro Dra Il a BstB | polymorfizmus genu PTH:

o b 0w DN

pocatecni denaturace
denaturace
hybridizace primera
elongace

dokonceni produktt

5 min pti 95 °C
30 s pti 95 °C
30 s pti 52 °C
30 s pti 72 °C
5 min pii 72 °C

35 cyklit

Po PCR byla amplifikace ptislusného produktu kontrolovana pomoci elektroforézy

V agar6zovém gelu.
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3.24.2. Polymerazova retézcova reakce — polymorfizmus délky

restrikénich fragmenti

PCR-RFLP (,,polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism*),
polymerazova fetézcova reakce — polymorfizmus délky restrikénich fragmentl) je
modifikace standardni PCR pouzivana pro typizaci cilové sekvence, obsahujici
sekvenni  polymorfizmus. Plsobenim  urCité restrikéni  endonukleazy na
amplifikovanou sekvenci DNA dojde k jejimu rozstépeni na fragmenty rozdilné délky
podle umisténi cilovych sekvenci §té€peni pro pouzitou restriktdzu. DNA od riznych
jedinct stejného druhu miize mit délku fragmentu shodnou nebo rozdilnou. Pti¢inou
vzniku polymorfismu délky restrikénich fragmenti mize byt mutace nékterého
nukleotidu v cilové sekvenci $tépeni. Restrikéni endonukleaza pak v takto pozménéné
cilové sekvenci neStépi a vznikd fragment, jehoz délka je souctem délek dvou
sousednich plvodnich fragment. Naopak je mozné, Ze mutaci vznikne nové cilova

sekvence, a tak dojde ke zkraceni délky restrikéniho fragmentu.

RFLP pro geny VDR a PTH

V predkladané praci bylo analyzovano 6 polymorfizmi geni VDR a PTH pomoci
pfislusnych restrikénich endonukleaz, viz ptehledna tabulka (Tab. ¢. 4). Jednotlivé
polymorfizmy byly sledovany ve vSech zkoumanych skupinach pacientu.
Spravnost PCR produktu byla ovéfena nejen gelovou elektroforézou, ale také Stépenim
2 nezavislymi restrikénimi endonukleazami.
Po ovéfeni kvality PCR produkt byly vyhovujici produkty podrobeny Stépeni podle
podminek uvedenych v tabulkach (Tab. ¢. 5, 6, 7, 8, 9, 10). Reagencie (mimo enzymu,
ktery byl uchovavan na ledu) byly rozmrazeny a napipetovany podle vyse uvedenych

tabulek. Nastépend DNA byla uchovavana pii 4°C.
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Tab. ¢. 4: Sledované polymorfizmy geni VDR a PTH

SNP  Cilova sekvence RE Genotyp Gen db SNP
Bsm1l 5 .GAATGCN]..3’ GG bb VDR rs 1544410
3"..CTTACTGN..5’ GA Bb
AA BB
Apal 5°.GGGCC|C..3’ GG aa VDR rs 7975232
3"..CCC1GGG..5’ GT Aa
TT AA
Tagl 5.T|GAA.3’ TT TT VDR rs 731236
3"..AGC1T..5" TC Tt
CccC tt
Fokl 5°.GGATG|N,..3" TT ff VDR rs 2228570
3"..CCTACTN..5" TC Ff
CccC FF
Drall 5.RG|GNCCY..3’ CccC DD PTH rs 6256
3"..YCCNG1TGR..5" CA Dd
AA dd
BstBI 5. TT|CGAA.3’ GG BB PTH rs 6254
3"..AAGCTITT..5’ GA Bb
AA bb

SNP — jednonukleotidova zaména, RE — restrikéni endonukleaza, db SNP — The Single Nucleotide
Polymorphism diabase, rs — referen¢ni ¢islo SNP. Oznaceni alel napf. GG nebo GA vychazi se zamény
nukleotidu v cilové sekcenci. Nazev polymorfizmu (Bsm |, Apal atd.) je odvozen od ndzvu restrikéni
endonukledzy, ktera rozeznava cilovou sekvenci polymorfizmu. Oznaceni alel velkym ¢i malym
pismenem nevychazi ze vztahu mezi alelami, ale z ¢etnosti alel v populaci, tzn. majoritni alela, zna¢ena

velkym pismenem Se v populaci vyskytuje ¢ast&ji nez minoritni alela, kterd je v populaci zastoupena

s nizsi frekvenci. Ob¢ tato znaceni jsou si rovnocenna.
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Fok I polymorfizmus

Tab. €. 5: SloZeni reak¢ni smési pro jednu RFLP reakeci

Komponenty Objem (nl)
H.0 10,45
Buffer 10 x M 2

BSA 0,1 % 0,25

Fok | 0,3

PCR produkt 7

celkovy objem 20

Reakce probihala 12 hod pii 65°C.

Enzym byl poté inaktivovan zahtfivanim smési po dobu 20 min pii 80 °C.

Bsm | polymorfizmus

Tab. ¢. 6: SloZeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (ul)
H20 12,2

Buffer 10 x M 2,5

Bsm | 0,3

PCR produkt 10

celkovy objem 25

Reakce probihala 10 hod pii 65 °C.

Enzym byl poté inaktivovan zahfivanim smési po dobu 20 min pii 80 °C.

Tag | polymorfizmus

Tab. €. 7: SloZeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (ul)
H-0 11,95
Buffer 10 x M 2,5

BSA 0,1 % 0,25

Taq | 0,3

PCR produkt 10

celkovy objem 25

Reakce probihala 12 hod pii 65 °C.

Enzym byl poté inaktivovan zahtfivanim smési po dobu 20 min pii 80 °C.
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Apa | polymorfizmus

Tab. €. 8: SloZeni reakéni smési pro jednu RFLP reakei

Komponenty Objem (ul)
H20 12,2

Buffer 10 x M 2,5

Apa | 0,3

PCR produkt 10

celkovy objem 25

Reakce probihala 12 hod pti 37 °C.

Enzym byl poté inaktivovan zahiivanim smési po dobu 20 min pii 80 °C.

Bst Bl polymorfizmus

Tab. €. 9: SloZeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (ul)
H,0 15,2

Buffer 10 x M 2,5

Bst BI 0,3

PCR produkt 7

celkovy objem 25

Reakce probihala 12 hod. pti 65°C.

Reakéni smés byla po probéhnuti Stépeni uskladnéna do -20 °C.

Dra Il polymorfizmus

Tab. €. 10: SloZeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (ul)
H,0 15,2

Buffer 10 x M 2,5

Dralll 0,3

PCR produkt 7

celkovy objem 25

Reakce probihala 12 hod. pti 37 °C.

Enzym byl poté inaktivovan zahiivanim smési po dobu 20 min pii 80 °C.
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3.2.4.3. Elektroforeticka separace

Pro identifikaci a separaci jednotlivych fragmenti DNA byla pouzita horizontalni
gelova elektroforéza. Pro pozadované rozdéleni fragmenttt DNA byl zvolen gel vhodné
koncentrace (2 — 3 %). Za ucelem vizualizace produktt bylo pfidano 5 pul interkala¢niho
barviva GelRed na 100 ml ptipravovaného gelu (GelRed - netoxicka nahrada za etidium
bromid). Pro posouzeni velikosti vzniklych fragmentii byl souc¢asn¢ se vzorky nanesen
na gel marker velikosti DNA. Agrozovy gel byl pfipraven z ptisluSného mnozstvi
agardzy a rozpustén v 1% TBE pufru. Separované PCR vzorky (respektive produkty
restrikéniho Stépeni) byly naneseny spolu s 6 x koncentrovanym vzorkovym pufrem.
Elektroforetickd separace probihala pfi konstantnim napéti 5 V/cm. Jednotlivé
fragmenty byly rozdéleny podle velikosti a komplexy fragmentt DNA s GelRed

vizualizovany pod UV svétlem.
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3.2.5. Studium exprese VDR na urovni mMRNA

Mira exprese genu VDR na arovni mMRNA byla méfena pomoci Real — Time PCR. Pro
pilotni studii byla vybrana skupina 13 pacientd trpicich diabetickou nefropatii (DN).
Jako kontrolni skupina bylo pouzito 6 zdravych darct krve.

3.2.5.1. Izolace RNA

RNA byla izolovana z plné nesrazlivé krve pomoci soupravy ZR Whole-Blood Total
RNA dle postupu doporuc¢eného vyrobcem.

1) K 200 pl plné krve bylo pfidano 600 ul ZR RNA pufru a v§e bylo mixovano.

2) Smés byla pienesena do ZIMO SPIN III C kolonky ve sbérné tub¢ a centrifugovana
pii 18 000 g 60 s, sbérna tuba byla vyhozena.

3) Bylo ptidano 400 ul RNA PRE WASH pufru na kolonku a centrifugovano pti 18 000
g 60 s, sbérna tuba byla vyhozena.

4) Bylo ptidano 250 pl RNA WASH pufru na kolonku a sto¢eno pii 18 000 g 60 s.
Tuba byla vyhozena.

5) 80 ul DNazy bylo pipetovano pfimo na membranu a inkubovano 15 min pii pokojové
teploté (ptiprava DNazy (80 pl na jeden vzorek): 70 pl RDD pufru bylo smichano s 10
ul DNazy).

6) Po inkubaci bylo pfidano 250 ul RNA WASH pufru a stoceno pii 18 000 g 60s a
byla vyhozena sbérna tuba.

7) Bylo ptidano 50 pl H,0 pfimo na membranu. RNA byla eluovana 2 min pfi pokojové
teploté, poté stocena pii 18 000 g.

Pro ziskani vyssi koncentrace RNA nasledovaly tyto kroky:

8) Do eluované RNA bylo pfidano 400 ul ZR RNA pufru a v§e bylo zamichano.

9) Smés byla ptenesena do ZYMO SPIN | C kolonky ve sbérné tubé, poté byla stocena
pti 18 000 g 60s a sbérna tuba byla vyhozena.

10) Bylo ptidano 200 ul RNA WASH pufru, sto¢eno pii 18 000 g 60 s, sbérna tuba byla
vyhozena.

11) Bylo pfidano 200 ul RNA WASH pufru, stoceno pii 18 000 g 60 s. Tuba byla
vyhozena a byl zopakovan 11. krok.

12) Na kolonku bylo pfidano 15 ul H,0. RNA byla eluovana 2 min pii pokojové teploté
a poté centrifugovana pti 18 000 g 1 min.
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Podle uvedeného postupu byla ziskana purifikovana RNA o koncentraci = 30 ng/ul.
RNA byla uchovavana pii - 80 °C. Pfesnd koncentrace RNA byla ovéfena
spektrofotometricky na Nanophotometru. Princip stanoveni koncentrace RNA byl

takika shodny jako u stanoveni koncentrace DNA.

3.2.5.2. Reverzni transkripce

74 ucelem ziskani cDNA byla provedena reverzni transkripce RNA pomoci
soupravy High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit dle doporuceni vyrobce.
1) Vsechny komponenty kitu byly rozmrazeny na ledu.
Podle poctu reakci byla pfipravena reakéni smés. V tabulce (Tab. ¢. 11) je uvedeno
mnozstvi chemikalii na jednu reakci. Smés byla pfipravovana dvakrat. Smés bez

reverzni transkriptazy slouzila jako negativni kontrola v Real - Time PCR.

Tab. €. 11: SloZeni reakéni smési pro jednu reakci reverzni transkripce

Komponenty Objem (nl)
Sm¢s s reverzni Sm¢s bez reverzni
transkriptazou transkriptazy
10 x RT Buffer 2 2
100mM dNTP Mix 0,8 0,8
10x RT Random Primers 2 2
MultiScribe Reverse Transriptase 1 -
H.0 (DNasa/RNase free) 4,2 5,2
celkem 10 10

2) Reakéni smés byla zvortexovana a udrzovana na ledu.

3) Do kazdé zkumavky bylo napipetovano 10 pl reakéni smési.

4) Do reakce bylo ptidano tolik RNA, aby jeji mnozstvi v reakci bylo 20 ng. Celkovy
objem reakce byl doplnén H,0 na 20 pl.

5) V termocycleru byl nastaven program pro reverzni transkripci:

1. krok (hybridizace s primery) 10 min. pti 25°C
2. krok (extenze) 120 min. pti 37°C
3. krok (denaturace enzymu) 5 min. pii 85°C

6) Po skonéeni reakce byla smés uchovavana pii -20°C.
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3.2.5.3. Real - Time PCR

V této reakci byla cDNA amplifikovana a znadena fluorescenénimi TagMan"" sondami.
TagMan ™ sondy jsou oligonukleotidy znacené na obou koncich. Na 5 konci je navézan
flourofor (reportér) s kratkou vinovou délkou emitovaného zafeni, na 3 konci se naléza
tlumi¢ (quencher) s delsi vinovou délkou. Fluorofor s krat$i vlnovou délkou ptedava
energii tltumici. Pivodni zafeni flouroforu je utlumeno.

Sonda naseda soucasné s primery na komplementarni sekvenci. Novotvofeny fetézec je
postupné prodluzovan, az dosahne mista, kde je navazana sonda. V této chvili se uplatni
5’exonukleazova aktivita DNA polymerasy. DNA poymeraza hydrolyzuje TagMan™
sondu. Dojde k uvolnéni fluorescenc¢ni latky a k nartstu fluorescence, nebot’ pii rozpadu
sondy se uvolnény fluorofor vymani z vlivu tlumice a za¢ne emitovat zafeni o kratké
vinové délce. Flourescence je detekovana a zaznamenana v redlném case. Na zakladé
standardizacnich kitivek lze presné kvantifikovat mnozstvi hledané cDNA sekvence
(naseho markeru) ve vzorku.

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Molecular-Probes.html

Kvantifikace exprese genu VDR

Za ucelem zjisténi genu vhodného pro pouziti jako endogenni kontrola byly testovany 3
kandidatni geny: TBP, B-aktin, PPIA. Poté byla testovana exprese genu VDR u pacientl
s DN a u zdravych kontrol. Byla pouzita souprava TagMan Gene Expression Assays dle
pokynt vyrobce.

Pro kazdy gen byla pfipravena reakéni smés podle hodnot uvedenych v tabulce (Tab. ¢.
12). Mnozstvi piipravené smési bylo upraveno podle poctu méfenych vzorkl se
zapocitanou negativni kontrolou a vSe bylo vynéasobeno 3, nebot’ reakce probihala

v tripletech.

Tab. ¢. 12: SloZeni smési pro jednu Real - Time PCR reakci

Slozka Objem (ul)
TagMan Gene Expression Master Mix 12,5
Assay-on-Demand Gene Expression Master Mix 1,25

H>0 1,25
celkem 25
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cDNA byla 10 x natedéna vodou a rozpipetovana po 10 ul do 96 jamkové desticky a 2
min centrifugovana pii 500 g.
Absolutni kvantifikace byla métena na piistroji 700 SDS ABI Prism a podminky reakce

byly nasledujici:
1. krok (zniCeni piipadné RNA) 2 min pii 50°C
2. krok (hot start) 10 min pfi 95°C
3. krok (denaturace) 15 s pti 95°C
4. krok (hybridizace, extenze) 1 min pii 60°C } 50 cykla

3.2.6. Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena v programu GraphPad Prism verze 5.04., vyuzitim
Fisherova dvoustranného testu, chi kvadrat testu a neparametrického Mann — Whitney

testu s hladinou vyznamnosti 0, 05.
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4.VvsledKky

4.1. Genotypizace genu pro receptor vitaminu D

Byla provedena genotypizace 4 polymorfizmu: rs 1544410, rs 7975232, rs 731236,
rs 2228570 v genu pro receptor vitaminu D metodou PCR — RFLP.
4.1.1. Fok | (rs 1544410) polymorfizmus v genu pro receptor vitaminu D

Za ucelem genotypizace Fok | polymorfizmu byla pouzita sada primerd VDR3 R a
VDR3 F, kterd tvoiila ocekavany produkt o délce 265 bp. Pokud byla piitomna
substituce T — C, restriktaza Fok | tento produkt $tépila na dva fragmenty o délce 196
bp a 69 bp. Homozygot FF (CC) byl detekovan pfitomnosti nestépeného fragmentu o
délce 265 bp. V piipadé heterozygota Ff (CT) byly detekovany 3 fragmenty o délce

265 bp, 196 bp a 69 bp. V piipadé ff (TT) homozygota byly detekovany 2 fragmenty o
délce 196 bp a 69 bp.

242 bp
190 bp

Obr. €. 6: Genotypizace polymorfizmu Fok | v genu pro VDR

Vysledek restrikéniho §tépeni nahodné vybranych vzorki pacientii S DN ocislované 1 — 9. Homozygot FF
je detekovan ptitomnosti fragmentt o délce 265 bp - vzorky v draze 3, 6, 8, 9, 10, 11. Heterozygot Ff je
detekovan ptitomnosti fragmentd o délce 265 bp, 196 bp a 69 bp — vzorek v draze 7. Homozygot ff je
detekovan piitomnosti fragmenti o délce 196 bp a 69 bp — vzorky v draze 1, 2, 4, 5. Zkratkou M byl

oznacen zebriicek.

Z celkového poctu 47 pacientli ve skupiné NDRD byla genotypizace polymorfizmu
Fok | tispésna u vsech 47 pacient. U vSech 132 pacientl ve skupiné DN, 31 pacientt
ve skupin€¢ DM 1, 116 pacientl ve skupin¢ DM 2 a 118 pacientli ve skupin¢ kontrolni
byla genotypizace polymorfizmu Fok | usp&sna. Usp&snost genotypizace Fok | byla
100%. Mezi skupinami pacienti bylo nalezeno nasledujici zastoupeni genotypu Fok I
polymorfizmu - viz tabulka (Tab. ¢. 13).
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Tab. ¢. 13: Alelicka a genotypova frekvence Fok | polymorfizmu

VDR genotyp / NDRD DM 1 DM 2 DN KONTROLNI SKUPINA
alely N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence)
Fok I ff 3(0,064) 6 (0,194) 18 (0,155) 11 (0,083) 12 (0,106)
Ff 28 (0,596) 13 (0,419) 60 (0,517) 58 (0,439) 76 (0,673)
FF 16 (0,34) 12 (0,387) 38 (0,328) 63 (0,477) 25 (0,221)
p 0,25 0,035 0,0571 0,0002
HWE P 0,047 0,474 0,476 0,644 0,000
f 34 (0,362) 25 (0,403) 96 (0,438) 80 (0,303) 100 (0,442)
F 60 (0,638) 37 (0,597) 136 (0,586) 184 (0,697) 126 (0,558)
p 0,214 0,665 0,571 0,002
OR 1,401 1,175 1,124 1,825
95 % ClI 0,958 — 1,267 0,663 — 2,08 0,776 — 1,628 1,259 — 2,646

Zkratky pouzité v tabulce: DM 1 — pacienti s diabetem 1. typu, DM 2 — pacienti s diabetem 2. typu, DN — pacienti s diabetickou nefropatii. NDRD — pacienti s nediabetickou
nefropatii, N - pocet vySetienych pacientii v dané skuping s vyslednym genotypem. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE.

Hodnota p udava statistickou vyznamnost na hlading 0,05 pro Fishertiv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.
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4.1.2. Bsm I (rs 7975232) polymorfizmus v genu pro receptor vitaminu D

Za ucelem genotypizace Bsm | polymorfizmu byla pouzita sada primeraVDRO F a
VDRO R, ktera tvotila o¢ekavany produkt o délce 825 bp. Pokud je pfitomna substituce
A — G, restriktaza Bsm | Stépila tento produkt na dva fragmenty o délce 650 bp a 175
bp. Homozygot BB (AA) byl detekovan piitomnosti fragmentu o délce 825 bp.
V ptipad¢ heterozygota Bb (AG) byly detekovany 3 fragmenty o délce 825 bp, 650 bp
a 175 bp. V piipadé bb (GG) homozygota byly detekovany 2 fragmenty o délce 650 bp
a 179 bp.

501 bp

224 bp

Obr. ¢. 7: Genotypizace polymorfizmu Bsm | v genu pro VDR

Vysledek restrikéniho $tépeni ndhodné vybranych vzorkt pacienta s DN ocislované 1 — 8. Homozygot
BB je detekovan piitomnosti fragmentu o délce 825 bp - vzorky v draze 5 a 6. Heterozygot Bb je
detekovan piitomnosti fragmenti o délce 825 bp, 650 bp a 75 bp — vzorky vdraze 1, 3, 4, 7, 8.
Homozygot bb je detekovan pfitomnosti fragmentti o délce 650 bp a 75 bp — vzorek v draze 2. Zkratkou

M byl oznacen zebticek.

Z celkového poctu 47 pacientd ve skupiné NDRD byla genotypizace polymorfizmu
Bsm | Gispésnd u 46 pacientl. Z celkového poctu 132 pacientii ve skupiné DN byla ge-
notypizace UspéSna u 116 pacientl. Z celkového poctu 31 pacientli ve skupiné DM 1
byla genotypizace uspé$na u 26 pacientll. Z celkového poctu 116 pacientd ve skupiné
DM 2 byla genotypizace GspéSna u 113 pacienti. Z celkového poctu 118 pacientl
Vv kontrolni skupiné byla genotypizace Gspésna u 73 pacientd. I pfes opakovanou opti-
malizaci protokolu §tépeni, se nam nepodafilo ziskat vysledky genotypizace u vSech pa-
cietli. V souboru pacienti bylo nalezeno nasledujici zastoupeni genotypt Bsm | poly-

morfizmus —viz tabulka( Tab. ¢. 14).
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Tab. ¢. 14: Alelicka a genotypova frekvence Bsm | polymorfizmu

VDR genotyp / NDRD DM 1 DM 2 DN KONTROLNI SKUPINA
alely N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence)
Bsm | bb 12 (0,261) 14 (0,538) 41(0,363) 34 (0,293) 27 (0,370)
Bb 24 (0,522) 7 (0,269) 46 (0,407) 63 (0,543) 36 (0,493)
BB 10 (0,217) 5(0,192) 26 (0,230) 19 (0,164) 10 (0,137)
p 0,341 0,141 0,254 0,538
HWE P 0,758 0,048 0,069 0,259 0,714
48 (0,521) 35(0,673) 128 (0,566) 131 (0,564) 90 (0,616)
B 44 (0,479) 17 (0,327) 98 (0,434) 101 (0,436) 56 (0,384)
p 0,150 0,507 0,387 0,336
OR 1,473 0,781 1,230 1,239
95 % ClI 0,869 — 2,498 0,4-1,524 0,874 - 1,476 0,812 -1,891

Zkratky pouzité v tabulce: DM 1 — pacienti s diabetem 1. typu, DM 2 — pacienti s diabetem 2. typu, DN — pacienti s diabetickou nefropatii. NDRD — pacienti s nediabetickou
nefropatii, N - pocet vysetfenych pacientll v dané skupiné s vyslednym genotypem. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE.

Hodnota p udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fishertiv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti ClI 95 %.
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4.1.3. Taq | (rs 2228570) polymorfizmus v genu pro receptor vitaminu D

Za ucelem genotypizace Taq | polymorfizmu byla pouzita sada primerd VDR2 F a
VDR2 R, ktera tvotila o¢ekavany produkt o délce 740 bp. PCR produkt byl restriktazou
Taq | stépen na dva fragmenty o délce 495 bp a 245 bp. Homozygot TT (TT) byl
detekovan pritomnosti 2 fragmentti o délce 495 bp a 245 bp. V ptipad¢ heterozygota Tt
(TC) byly detekovany 4 fragmenty o délce 495 bp, 290 bp, 245 bp a 205, protoze
v piipadé substituice T—C se objevi nové restrikéni misto. V piipadé tt (CC)

homozygota byly detekovany 3 fragmenty o délce 290 bp, 245bp a 205bp.

495 bp

290bp
245 bp
205 bp

Obr. ¢. 8: Genotypizace polymorfizmu Taql v genu pro VDR

Vysledek restrikéniho §tépeni ndhodné vybranych vzorkt pacientd s DN oc¢islované 1 — 11. Homozygot
TT je detekovan ptitomnosti fragmentii o délce 495 bp a 245 bp - vzorky v draze 4 a 6. Heterozygot Tt je
detekovan piitomnosti 4 fragmenti o délce 825 bp, 650 bp a 175 bp — vzorky v draze 1,2, 3, 8, 9,11.
Homozygot ff je detekovan pfitomnost fragment 0 délce 650 bp a 175 bp — vzorky v draze 5, 7, 10.
Zkratkou M byl oznacen zebticek.

Z celkového poctu 47 pacientti ve skupiné NDRD byla genotypizace polymorfizmu
Taq | aspésna u 45 pacientt. Z celkového poc¢tu 132 pacienti ve skupiné DN byla
genotypizace Uspésnd u 126 pacientli. Z celkového poctu 31 pacientii ve skupiné DM 1
byla genotypizace uspé$nad U 29 pacientl. Z celkového poctu 116 pacientli ve skupiné
DM 2 byla genotypizace GspéSna u 111 pacienti. Z celkového poctu 118 pacientl
Vv kontrolni skupiné byla genotypizace uspesnd u 92 pacientl. V souboru pacientli bylo

nalezeno nasledujici zastoupeni genotypt Taq | polymorfizmu - viz tabulka (Tab. ¢. 15).
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Tab. ¢. 15: Alelicka a genotypova frekvence Tag | polymorfizmu

VDR genotyp / NDRD DM 1 DM 2 DN KONTROLNI SKUPINA
alely N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence)
Taql tt 8(0,178) 6 (0,207) 17 (0,153) 12 (0,095) 14 (0,13)
Tt 22 (0,489) 11 (0,379) 52 (0,468) 80 (0,635) 46 (0,482)
TT 15 (0,333) 12 (0,414) 42 (0,378) 34 (0,27) 32 (0,308)
p 0,928 0,51 0,89 0,123
HWE P 0,989 0,264 0,891 0.001 0,703
t 38 (0,422) 23 (0,396) 86 (0,387) 104 (0,412) 106 (0,402)
T 52 (0,578) 35 (0,604) 136 (0,613) 148 (0,558) 110 (0,598)
p 0,315 0,237 0,0341 0,094
OR 1,319 1,466 1,524 1,371
95 % ClI 0,803 — 2,166 0,813 -2, 645 1,042 — 2,228 0,951 -1,978

Zkratky pouzité v tabulce: DM 1 — pacienti s diabetem 1. typu, DM 2 — pacienti s diabetem 2. typu, DN — pacienti s diabetickou nefropatii. NDRD — pacienti s nediabetickou
nefropatii, N - pocet vySetienych pacientii v dané skuping s vyslednym genotypem. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE.

Hodnota p udéava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisheriv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.
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4.1.4. Apal (rs 731236) polymorfizmus v genu pro receptor vitaminu D

Za ucelem genotypizace Apa | polymorfizmu byla rovnéz pouzita sada primert
VDR2F a VDR2R, ktera tvofila o¢ekavany produkt o délce 740 bp. Pokud byla
pfitomna substituce T — G, restriktaza Apa | §tépila tento produkt na dva fragmenty o
délce 520 bp a 220 bp. Homozygot AA (TT) byl detekovan piitomnosti fragmentu o
délce 740 bp. V ptipadé heterozygota Aa (TG) byly detekovany 3 fragmenty o délce
740 bp, 520 bp a 220 bp. V piipadé aa (GG) homozygota byly detekovany 2 fragmenty
o délce 520 bp a 220 bp.

766 bp
500 bp

<«— 200 bp

Obr. €. 9: Genotypizace polymorfizmu Apa | v genu pro VDR

Vysledek restrikéniho $tépeni nahodné vybranych vzorkt pacientd s DN ocislované 1 — 11. Homozygot
AA je detekovan ptitomnosti fragmentu o délce 740 bp - vzorky v draze 3 a 4. Heterozygot Aa je
detekovan pfitomnosti fragmentii o délce 740 bp, 520 bp a 220 bp — vzorky v draze 2, 5, 6, 7, 8, 10, 11.
Homozygot aa je detekovan ptitomnosti fragmenti o délce 520 bp a 220 bp — vzorky v draze 1 a 9.
Zkratkou M byl oznacen zebticek.

Z celkového poctu 47 pacientti ve skupiné NDRD byla genotypizace polymorfizmu
Apa | uspésna u 46 pacientii. Z celkového poctu 132 pacientii ve skupiné DN byla
genotypizace Uspésnd u 124 pacientll. Z celkového poctu 31 pacientli ve skupiné DM 1
byla genotypizace ispé$na u 21 pacientti. Z celkového poctu 116 pacientl ve skupiné
DM 2 byla genotypizace Gspésna u 108 pacient. Z celkového poctu 118 pacientl
Vv kontrolni skupin€ byla genotypizace tispéSna u 105 pacientd.

Mezi skupinami pacienti bylo nalezeno nasledujici zastoupeni genotypt Apa |

polymorfizmu - viz tabulka (Tab. ¢. 16).
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Tab. €. 16: Alelicka a genotypova frekvence Apa | polymorfizmu

VDR genotyp NDRD DM 1 DM 2 DN KONTROLNI SKUPINA
N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence)
Apal aa 10 (0,217) 9 (0,310) 27 (0,25) 20 (0,161) 17 (0,163)
Aa 24 (0,522) 12 (0,414) 50 (0,463) 74 (0,597) 63 (0,606)
AA 12 (0,261) 8 (0,276) 31 (0,287) 30 (0,242) 24 (0,231)
p 0,959 0,128 0,113 0,981
HWE P 0,758 0,356 0,449 0,025 0,034
a 44 (0,478) 30 (0,517) 104 (0,481) 114 (0,45) 97 (0,4704)
A 48 (0,522) 28 (0,483) 112 (0,519) 134 (0,55) 113 (0,5296)
p 0,803 0,462 0,7 1,0
OR 0,936 0,801 0,924 1,009
95 % CI 0,573-1,53 0,448 — 1,434 0,632 - 1,353 0,698 — 1,459

Zkratky pouzité v tabulce: DM 1 — pacienti s diabetem 1. typu, DM 2 — pacienti s diabetem 2. typu, DN — pacienti s diabetickou nefropatii. NDRD — pacienti s nediabetickou

nefropatii, N - poCet vySetienych pacientll v dané skupiné s vyslednym genotypem. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE.

Hodnota p udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisherv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.
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4.2. Genotypizace genu pro parathyreoidni hormon

Byla provedena genotypizace 2 polymorfizmu: rs 6254, rs 6256.

4.2.1. Bst BI (rs 6254) polymorfizmus

Za ucelem genotypizace polymorfizmu Bst Bl byla pouzita sada primerit PTH3 F a
PTH3 R, kterd tvotila ocekavany produkt o délce 600 bp. Pokud byla pfitomna
substituce A — G, restriktaza Bst Bl $tépi tento produkt na dva fragmenty o délce 387
bp a 213 bp. Homozygot BB (GG) byla detekovan piitomnosti fragmentu o délce 381
bp a 213 bp. V piipadé heterozygota Bb (AG) byly detekovany 3 fragmenty o délce
600 bp, 387 bp a 213 bp. V piipadé bb (AA) homozygota byl detekovan 1 fragment o
délce 600 bp.

766 bp
600 bp
500 bp 387 bp
213 Db
200 bp P

Obr. ¢&. 10: Genotypizace polymorfizmu Bst Bl v genu pro parathyreoidni hormon

Vysledek restrikéniho $tépeni nahodné vybranych vzorkt pacienti s DN ocislované 1 — 8. Homozygot
BB je detekovan piitomnosti fragment o délce 387 bp a 213 bp - vzorky v draze 1, 3, 7. Heterozygot
Bb je detekovan pfitomnosti fragmenti o délce 600 bp, 387 bp a 213 bp — vzorky v draze 2, 4, 5, 6.
Homozygot bb je detekovan pfitomnosti fragmentu délce 600 bp - vzorek v draze 8. Zkratkou M byl

oznacen zebrficek.

Z celkového poctu 47 pacientll ve skupiné NDRD byla genotypizace polymorfizmu
Bst Bl Uspésna u 45 pacientl. Z celkového poctu 132 pacientli ve skupiné DN byla
genotypizace Uspésna u 113 pacientti. Z celkového poctu 31 pacientti ve skupiné DM 1
byla genotypizace Uspésna u 30 pacientll. Z celkového poctu 116 pacientii ve skupiné
DM 2 byla genotypizace uspésna u 104 pacientii. Z celkového pocétu 118 pacient
Vv kontrolni skupiné byla genotypizace uspésnéd u 83 pacientl. V souboru pacientli bylo
nalezeno nasledujici zastoupeni genotypt BstBlI polymorfizmu - viz tabulka (Tab. ¢.
17).
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Tab. €. 17: Alelicka a genotypova frekvence Bst Bl polymorfizmu

PTH genotyp/

NDRD

DM 1

DM 2

DN

KONTROLNI SKUPINA

alely N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence)
Bst Bl bb 5(0,111) 2 (0,067) 14 (0,135) 12 (0,106) 20 (0,241)
Bb 25 (0,556) 14 (0,467) 47 (0,452) 46 (0,407) 33 (0,398)
BB 15 (0,333) 14 (0,467) 43 (0,413) 55 (0,487) 30 (0,361)
HWE P 0,257 0,543 0,000 0,029 0,079
p 0,123 0,116 0,173 0,023
35 (0,338) 18 (0,3) 75 (0,360) 70 (0,309) 73 (0,439)
B 55 (0,662) 42 (0,7) 133 (0,640) 156 (0,691) 93 (0,561)
p 0,508 0,066 0,136 0,011
OR 1,233 1,832 1,392 1,749
95 % CI 0,731 -2.081 0,974 — 3,445 0,917 -2,113 1,153 - 2,653

Zkratky pouzité v tabulce: DM 1 — pacienti s diabetem 1. typu, DM 2 — pacienti s diabetem 2. typu, DN — pacienti s diabetickou nefropatii. NDRD — pacienti s nediabetickou

nefropatii, N - poCet vySetienych pacientll v dané skupiné s vyslednym genotypem. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE.

Hodnota p udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisheriv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti ClI
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4.2.2. Dra Il (rs 6256) polymorfizmus

Za celem genotypizace polymorfizmu Dra Il byla pouzita sada primerd PTH3 F a
PTH3 R, ktera tvotila o¢ekavany produkt o délce 600 bp. Pokud je pfitomna substituce
C—A, restriktaza Dra Il §té€pi tento produkt na dva fragmenty o délce 420 bp a 180 bp.
Homozygot DD (AA) je detekovan pfitomnosti fragmentu o délce 420 bp a 180 bp.
V ptipad¢ heterozygota Dd (CA) byly detekovany 3 fragmenty o délce 600 bp, 420 bp a
180 bp. V piipadé dd (CC) homozygota byly detekovan 1 fragment o délce 600 bp.

420 bp 1} 501 bp

224 bp
180 bp—™>

Obr. ¢&. 11: Genotypizace polymorfizmu Dra Il v genu pro parathyreoidni hormon

Vysledek restrikéniho $tépeni ndhodné vybranych vzorkl pacientt s DN ocislované 1 — 8. Homozygot
DD je detekovan ptitomnosti fragmentli o délce 420 bp a 180 bp - vzorky v draze 1, 3, 5, 7. Heterozygot
Dd je detekovan ptitomnosti fragmentii o délce 600 bp, 420 bp a 180 bp — vzorky v draze 2, 4, 8.
Homozygot dd je detekovan ptitomnosti fragmentu 0 délce 600 bp — vzorek v draze 6. Zkratkou M byl

oznacen zebricek.

Z celkového poctu 47 pacienti ve skupiné NDRD byla genotypizace polymorfizmu
Dra Il uspésna u 46 pacientl. Z celkového poctu 132 pacienti ve skupiné DN byla
genotypizace uspeésSna u 103 pacientti. Z celkového poctu 31 pacientti ve skupiné DM 1
byla genotypizace uspé$nd u 30 pacienti. Z celkového poctu 116 pacientli ve skupiné
DM 2 byla genotypizace uspésna u 103 pacientli. Z celkového poctu 118 pacientli
Vv kontrolni skupiné byla genotypizace isp€sna u 88 pacientt.

Mezi skupinami pacientd bylo nalezeno nasledujici zastoupeni genotypu Dra Il

polymorfizmu - viz tabulka (Tab. ¢. 18).
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Tab. ¢. 18: Alelicka a genotypova frekvence Dra Il polymorfizmu pro gen PHT

PTH genotyp/

NDRD

DM 1

DM 2

DN

KONTROLNI SKUPINA

alely N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence)
Drall dd 1(0,022) 2 (0,067) 5 (0,049) 1 (0,009) 1(0,0011)
Dd 15 (0,326) 10 (0,333) 32 (0,311) 42 (0,375) 56 (0,636)
DD 30 (0,652) 18 (0,60) 66 (0,641) 69 (0,616) 31(0,352)
HWE P 0,576 0,708 0,663 0,047 0,000
p 0,003 0,008 0,000 0,001
d 17 (0,185) 14 (0,233) 42 (0,204) 44 (0,196) 58 (0,329)
D 75 (0,815) 46 (0,767) 164 (0,796) 180 (0,804) 118 (0,671)
p 0,015 0,195 0,007 0,003
OR 2,168 1,615 1,919 2,011
95 % ClI 1,174 — 4,004 0,822 - 3,175 1,209 - 3,047 1,275 -3,171

Zkratky pouzité v tabulce: DM 1 — pacienti s diabetem 1. typu, DM 2 — pacienti s diabetem 2. typu, DN — pacienti s diabetickou nefropatii. NDRD — pacienti s nediabetickou
nefropatii, N - poCet vySetienych pacientll v dané skupiné s vyslednym genotypem. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE.

Hodnota p udéava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisheriv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.
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4.3. Porovnani kombinaci genotypti VDR mezi zkoumanymi skupinami
Pro dalsi statistické zpracovani byly porovnavany pouze 2 skupiny pacienti - DN, DM
2 vs. kontrolni skupina. Vzhledem k nizkému poctu pacientl byly skupiny NDRD a DM
1 vyfazeny z dal§iho statistického hodnoceni. Skupiny s nizkym poctem pacientli
hodlame rozsifit. Pro statistickou analyzu byl vyuzit Fischeriv dvoustranny test s
hladinou vyznamnosti 0,05, tzn., byla pozadovana maximalni hodnota P = 0,05. Byla
pocitana hodnota OR a interval spolehlivosti CI (95 %), ktery vyjadiuje hodnovérnost
tohoto odhadul.

Porovnani distribuce genotypu VDR mezi skoupinou DN a kontrolami

Pti porovnani vSech moznych kombinaci genotypti VDR mezi DN a kontrolni skupinou
byl nalezen pouze jeden statisticky vyznamny genotyp, ktery spliiuje podminku P <
0,05.

Tab. ¢ 19: Statisticky vyznamny genotyp VDR mezi DN a kontrolni skupinou

Genotyp DN KONTROLNi SKUPINA  p OR (95 % CI)
N (frekvence) N (frekvence)

BBFFAATt 7 (0,065) 0 (0) 0,046 0,935 (0,890 — 0,983)

Pocet pacientd ve skupiné DN: N = 108, pocet pacientd ve skupin¢ kontrolni: N = 58.
Do tabulky byla uvedena pouze kombinace genotypu, ktera ma P < 0,05 (5%). Zbylé kombinace

genotypu nebyly statisticky vyznamné, a proto z dtivodu prehlednosti uvadény nebyly.

Porovnani distribuce VDR genotypt mezi skupinou DM 2 a kontrolami
Mezi skupinou DM 2 (N = 105 pacienti) a kontrolami (N = 81 pacienttl) nebyla
nalezena zadna kombinace genotypd, ktera by splilovala podminku P < 0,05. Rozdil mezi

témito skupinami nebyl signifikantni.
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Porovnani distribuce genotypu VDR mezi skupinou DN a DM2
Pfi porovnani vSech moznych kombinaci genotypi VDR mezi skupinou DN a DM 2 byl

nalezen pouze jeden statisticky vyznamny genotyp, ktery splituje podminku P < 0,05.

Tab. ¢ 20: Statisticky vyznamny genotyp VDR mezi skupinou DN vs. DM 2

Genotyp DN DM 2 P OR (95 % CI)
N (frekvence) N (frekvence)
BbFFAaTt 21 (0,194) 9 (0,086) 0,018 2,575 (1,119 —5,923)

Pocet pacientti ve skupiné DN: N = 108, pocet pacientt ve skupiné DM 2: N = 105.
Do tabulky byla uvedena pouze kombinace genotypu, ktera ma P < 0,05 (5%). Zbylé kombinace

genotypu nebyly statisticky vyznamné, a proto z diivodi piehlednosti uvadény nebyly.

4.4. Porovnani kombinaci genotypii PTH mezi studovanymi
skupinami
Porovnani distribuce PTH genotypii mezi skupinou DN a kontrolami.

Pii porovnani vSech moznych kombinaci genotypu PTH mezi skupinou DN a

kontrolami byly nalezeny 2 genotypy, které splituji podminku P < 0,05 (5%).

Tab. ¢. 21: Distribuce kombinaci genotypi PTH mezi DN a kontrolni skupinou

Genotyp DN KONTROLNI SKUPINA P —hodnota OR (95 % CI)
N (frekvence) N (frekvence)

bbDd 1 (0,009) 16 (0,198) 0,000 0,037 (0,005 — 0,285)
BBDD 30 (0,27) 8 (0,099) 0,002 3,380 (1,457 — 7,841)

Pocet pacientti ve skupiné DN: N = 111, pocet pacientd V kontrolni skupiné: N = 81.
Do tabulky byla uvedena pouze kombinace genotypu, kterda ma P < 0,05 (5%). Zbylé kombinace

genotypu nebyly statisticky vyznamné, a proto z dtivodti ptehlednosti uvadény nebyly.
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Porovnani distribuce PTH genotypii mezi skupinou DM 2 a kontrolami.
Pii porovnani vSech moznych kombinaci genotypi PTH mezi skupinami DM 2 a
kontrolami byly nalezeny 2 genotypy, které splituji podminku P < 0,05.

Tab. ¢. 22: Distribuce kombinaci genotypi PTH mezi DM 2 a kontrolni skupinou

Genotyp DM 2 KONTROLNIi SKUPINA P -hodnota OR (95 % CI)
N (frekvence) N (frekvence)

bbDd 2 (0,019) 16 (0,198) 0,000 0,080 (0,018 — 0,361)
BBDD 23 (0,223) 8 (0,099) 0,019 2,623 (1,105 - 6,229)

Pocet pacientd ve skupiné DM 2: N = 103, pocet pacientdl v kontrolni skupiné: N = 81.
Do tabulky byly uvedeny pouze kombinace genotypl, kterda ma P < 0,05 (5%). Zbylé kombinace

genotypu nebyly statisticky vyznamné, a proto z diivodi piehlednosti uvadény nebyly.

Porovnani distribuce PTH genotypi mezi skupinou DN a DM 2
Mezi skupinou DN (N = 111 pacientit) a DM 2 (N = 103 pacientll) nebyla nalezena
zadna kombinace genotypt, kterd by spliiovala podminku P < 0,05 (5%). Rozdil mezi

témito skupinami nebyl signifikantni.

- 69 -



4. 5. Hladina exprese VDR na drovni mMRNA

Pro porovnani exprese genu VDR u 12 pacientii s DN a u 6 zdravych kontrol byla
provedena kvantitativni Real — Time PCR. Bylo porovnavano, zda nékteré kombinace
alel mohou mit vliv na expresi mRNA VDR.
Za Gcelem vybéru genu pro pouziti jako endogenni kontrola byly testovany 3 geny: f§ —
aktin, hu TBP a cyklofilin A (PPIA). Porovnanim exprese vSech t¥i kontrolnich gent
mezi skupinou DN a kontrolami, bylo ovéfeno, Ze exprese f# — aktinu je u obou skupin
nejjednotngjsi. Jako kontrolni gen byl pouzit 5 — aktinu.
Pro kazdy vzorek byly ziskany 3 hodnoty Ct. Ct je hodnota cyklu, pii kterém
fluorescence vzorku ptesahne prahovou hodnotu. Z téchto hodnot byly pocitany dalsi

parametry a byla provedena statisticka analyza.

Tab & 23: Vysledna hodnota 2 € pro kaZdy genotyp VDR ve skupin& DN

skupina DN ACt 2 At genotyp VDR
¢islo vzorku

1 4,846667 0,034754 FfBbAaTt
2 5,16667 0,027841 FfBbAaTt
3 5,58500 0,020833 FfAaTt

4 4,99666 0,031322 FfAaTt

5 5,15667 0,028034 FfAaTt

6 4,37333 0,04825 FFAaTt

7 5,40667 0,023574 FFBBAaTt
8 3,00333 0,124712 FfBbAaTt
9 2,14333 0,226357 FFAaTt
10 4,43334 0,046284 FfAaTt

11 5,54000 0,021493 FfAaTt

12 5,98167 0,015825 FFaaTt

13 6,08667 0,014714 FFAaTt

ACt je rozdil priméru Ct VDR (zkoumaného genu) a Ct 8 — aktinu (endogenni kontroly). 2 " vyjadiuje

pomér exprese genu VDR vuci expresi endogenni kontroly.
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Tab & 24: Vysledna hodnota 2 € pro kazdy vzorek v kontrolni skuping

Kontroly  ACt 2 Act genotyp VDR

¢islo vzorku

14 3,90333 0,066831 Ff

15 6,91000 0,008315 FfBBaa

16 5,96833 0,015972 Ff

17 6,26667 0,012988 Ff

18 6,00333 0,015589 Ffbb

19 6,20800 0,012869 ffobAATt

Ct je rozdil priméru Ct VDR (zkoumaného genu) a Ct § — aktinu (endogenni kontroly). 2 " vyjadtuje

pomér exprese genu VDR vici expresi endogenni kontroly.

Vzhledem k malému poétu pacienti byl pro analyzu rozdilu exprese VDR mezi obéma
zkoumanymi skupinami pouzit neparametricky Mann — Whitney test s hladinou

vyznamnosti 0, 05.
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Graf ¢&. 1: Porovnani exprese VDR mezi pacienty diabetickou nefropatii a kontrolni
skupinou. Z grafu je patrné, Ze pacienti s diabetickou nefropatii maji vyssi hladinu

exprese VDR.
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5. Diskuze

Do studie jsme zahrnuli 5 soubort pacientii. Jako kontrolni soubor jsme pouzili
zdravé darce krve. Dalsi soubor tvofili diabetici bez komplikaci, které jsme dale
rozdélili na diabetiky 1. (DM 1) a 2. typu. (DM 2). Pacienty s postizenim ledvin jsme
roziadili do 2 souborl, a to podle pivodu poskozeni ledvin. Pacienti s diabetickou
nefropatii (DN) trpi onemocnénim ledvin na podkladé diabetického syndromu, zatimco
pacienti s nediabetickou nefropatii (NDRD), trpi selhanim ledvin nediabetického
puvodu.

Zaméfili jsme se na studium polymorfizmi gend, jejichz proteinové produkty hraji
vyznamnou roli v kalciofosfatovém metabolizmu v ledvinéach, a u nichz se predpoklada
vliv na patogenezi jak samotného diabetu, tak ledvinného poskozeni. Mezi
nejvyznamnéjsi regulatory hladiny vapniku a fosfatu v krvi patii vitamin D a
parathyreoidni hormon.

Analyzovali jsme 4 polymorfizmy v genu pro receptor vitaminu D (VDR) a 2
polymorfizmy v genu pro parathyreoidni hormon (PTH). Alelové polymorfizmy pro
VDR zahrnovaly polymorfizmy Fok I, Bsm I, Apa | a Taq I. Alelové polymorfizmy PTH
zahrnovaly polymorfizmy Bst Bl a Dra 1l.

Jsou znamé ucinky vitaminu D na imunitni systém (D’AMBROSIO et al. 1998,
BOONSTRA et al. 2001). Byla prokazana asociace vitaminu D s fadou autoimunitnich
chorob: diabetes 1. typu (ISRANI et. al. 2009, SKRABIC et al. 2003), revmatoidni
artritida (GARCIA — LOZANO et al. 2001) a lupénka (RUCEVIC et al. 2009).
Nejvyznamnéjsi vliv z vyse uvedenych polymorfizmii genu VDR na imunitni systém byl
kodonu (BAKER et al. 1988, MIYAMOTO et al. 1997). Tato substituce vede k syntéze
2 rizné dlouhych proteinti, kratkého VDR — F a dlouhého VDR — f proteinu.

Van Etten et al. ukazali, ze alela F a predispozi¢ni alely MHC vykazuji vyznamné
intergenové interakce. Tyto vysledky poukazuji na moZnou integrovanou roli alel MHC
v prezentaci antigenu a alely VDR - F pfi zvySené autoimunitni odpovédi. Tuto
hypotézu podporuje poznatek o tom, ze zkracena varianta VDR - F zvySuje transkripci
gend, jejichz promotory jsou konrolovany NF-k B, NFAT a IL-12 p 40 (VAN ETTEN
et al. 2007).

V nasi studii jsme zjistili nasledné zastoupeni genotypd polymorfizmu Fok I:
kontrolni skupina (ff — 10,6 %, Ff — 67,3 %, FF — 22,1 %), skupina NDRD (ff - 6,4 %,
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Ff — 59 %, FF — 34 %), skupina DN (ff — 8,3%, Ff - 43,9 %, FF - 47, 7 %), skupina DM
1 (ff- 19,4 %, Ff - 41,9 %, FF - 38,7 %), DM 2 (ff - 15,5 %, Ff — 51%, FF — 32,8).
Ukazali jsme, ze alela F je signifikantné zvySena u pacientdt s DN a DM 1. Toto je
v souladu se studii Ponsonby et al., kteii shledali alelu F jako predispozi¢ni pro diabetes
1. typu (PONSONBY et al. 2008).

Zjistili jsme nasledujici zastoupeni genotypi polymorfizmu Bsm | mezi

vySetifovanymi skupinami: kontrolni skupina (bb — 37, Bb — 49,3 %, BB 13,7 %),
skupina NDRD ( bb - 26,1, Bb - 52,2 %, BB - 21,7 %), skupina DN (bb - 29,3 %, Bb —
54, 3, BB — 16,4), skupina DM 1 (bb - 53,8 %, Bb — 26,9 %, BB - 19,2 %), skupina DM
2 (bb - 36,3 %, Bb - 40,7, BB — 23 %). Nebyly nalezeny statisticky vyznamné genotypy,
a proto neni mozné predpoveédét vliv ale B/b na rozvoj onemocnéni.
McDermott et al. ve své studii zjistili, Ze alela b je signifikantné zvySena u pacientt
s diabetem 1. typu (MCDERMOTT et al. 2007). S témito vysledky se rozchazi studie
podle Van Etten et al. (VAN ETTEN et al. 2007). Tyto protichiidné vysledky mohou
byt ovlivnény tim, ze studie byly provadény na rGznych populacich, které jsou
vystaveny rozdilné expozici UV zéfeni, nebot’ je zndmo, Ze proces syntézy vitaminu D
je zavisly na slunecnim zateni.

Zjistili jsme nasledujici zastoupeni genotypil polymorfizmu Apa I: kontrolni skupina

(aa — 16,3 %, Aa — 60,6 %, AA — 23,2 %), skupina NDRD (aa — 21,7, Aa — 52,2 %, AA
—26,1), skupina DN (aa — 16,1 %, Aa — 59,7, AA — 24,2 %), skupina DM 1 (aa — 31 %,
Aa—41,4%, AA - 27,6 %). Nebyly nalezeny statisticky vyznamné genotypy.
Chang et al. ve své studii shledali genotyp AA jako vysoce rizikovy pro rozvoj diabetu
1. typu (CHANG et al. 2002). Rozpor mezi nasemi vysledky mize byt zpisoben
nizkym poctem pacientli ve skupiné¢ DM 1, coZ mize zpisobit zkresleni vysledki, a
proto bude nutné skupinu DM 1 (stejn¢ tak NDRD) rozsifit.

Podil vyslednych genotypli polymorfizmu Tag | VDR byl nésledujici: Kontrolni
skupina (tt - 13 %, Tt — 48,2 %, TT — 30,8 %), skupina NDRD (tt = 17,3 %, Tt = 48,9
%, TT- 33,3 %), skupina DN (tt — 9,5%, Tt — 63,5 %, TT - 42,2 %), DM 1(tt — 20,7 %,
Tt—37,9%, TT —41,4), DM 2 (tt — 15,3 %, Tt — 46,8 %, TT — 37,8 %). Ze statistické¢ho
vyhodnoceni frekvence alely T Ize usuzovat, ze alela T je predispoziéni pro DM 2.
Nebyla prokazana statistickd vyznamnost polymorfizmu Taq | pro DM 1 a nefropatie
(statistickd vyznamnost pro DM 1 nebyla prokazana ani v asijské populaci) (CHANG et
al. 2002).
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Zjistili jsme nasledujici zastoupeni genotypt polymorfizmu Bst Bl v genu PTH:
kontrolni skupina (bb - 24,1 %, Bb — 39,8 %, 36,1 %), skupina NDRD (bb — 11,1 %, Bb
— 55,6 %, BB — 33,3 %), skupina DN (bb — 10,6 %,Bb — 40,7 %, BB — 48,7 %), skupina
DM 1 (bb - 6,7 %., Bb - 46,7 %, BB — 46,7 %), DM 2 (bb — 13,5 %, Bb — 45,2 %, BB
— 41,3 %). Statistickou analyzou byla prokazana vyznamnost alely B pro rozvoj
diabetické nefropatie. Blizko této statistické vyznamnosti se nachazi skupina DM 1.

Podil vyslednych genotypt polymorfizmu Dra Il byl nasledujici: kontrolni skupina
(dd — 1,1 %, Dd — 63,6 %, DD — 35,2 %), skupina NDRD (dd — 2,2 %, Dd — 32, 6 %,
DD - 65 %), skupin DN (dd - 0,9 %,Dd — 37, 5 %, DD - 61, 6 %), skupina DM 1(dd —
6,7 %, Dd — 33,3 %, DD — 60 %), skupina DM 2 (dd — 4,9 %, Dd — 31,3 %, DD — 64,
1%). Genotyp DD je statisticky vyznamny pro skupinu DM 1, DM 2, DN i NDRD.

Vice nez hledani asociace mezi studovanymi skupinami a frekvenci jednotlivych
polymorfizmii, nds zajimalo, zda n€které kombinace genotyptt VDR ¢i PTH nemaji vliv
na rozvoj diabetickych komplikaci. V dalSim statistickém vyhodnoceni jsme
analyzovali pouze 3 skupiny pacientt - DN, DM 2 vs. kontroly. VVzhledem k nizkému
poctu pacientd skupiny NDRD a DM 1 nebyly tyto skupiny zahrnuty do dalSiho
statistického zpracovani.

Porovnanim vSech moznych kombinaci genotyput VDR mezi skupinou DN a
kontrolami jsme nalezli pouze jeden statisticky vyznamny genotyp, ktery spliiuje
podminku P < 0,05 (5%). Genotyp BBFFAATt (OR = 0,935, 95 % CI = 0,890 — 0,983)
byl v kontrolni skupiné zastoupen s nulovou frekvenci, zato ve skupiny DN jsme nalezli
tuto kombinaci u 7 nositelt (6,5 %).

Mezi skupinou DM 2 a kontrolami nebyla nalezena zadna kombinace genotypd,
kterd by spliiovala podminku P < 0,05 (5%). Rozdil mezi témito skupinami nebyl
signifikantni.

Porovnanim vSech moznych kombinaci genotypti VDR mezi skupinou DN a DM
2 byl nalezen pouze jeden statisticky vyznamny genotyp, ktery spliiuje podminku P <
0,05. Genotyp BbFFAaTt (OR = 2,575, 95 % CI = 1,119 — 5,593) byl ve skupiné¢ DN
zastoupen u 21 jedinct (19,4 %), zatimco ve skupin€é DM 2 u 9 jedinct (8,6 %).
Hodnota OR > 1 sv&d¢i pro pozitivni asociaci genotypu k diabetické nefropatii.

Studie, které se zabyvaly hledanim asociace mezi kombinacemi genotypi vyse
zminénych polymorfizmii, porovnavaly frekvence genotypli predevSim ve spojitosti

s diabetem 1. typu. S timto onemocnénim jsou vyrazn¢ asociované haplotypy BFAt a
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BfAT (ISRAMI et al. 2009). Stejné¢ tak kombinace genotypi BBAALtt byla oznacena
jako rizikova pro rozvoj diabetu 1. typu v chorvatské populaci (SKRABIC et. al 2003).
Stejny haplotyp (BAt) byl nalezen i1 v populaci némecké (PANI et al. 2000).

Dogan et al. oznacili haplotyp baT jako rizikovy pro rozvoj rakoviny plic (DOGAN et
al. 2009). Gunes et al. nalezli rizikovy haplotyp bAT, ktery je asociovany
s periodontitidou (zanétlivé postizeni ozubice) (GUNES et al. 2008).

V nasi studii jsme nalezli genotyp BBFFAATt, ktery je rizikovy pro rozvoj

diabetickych komplikaci, respektive nefropatie.

Podobné srovnani frekvence kombinaci genotypt jsme provedli pro alely B/b a D/d
genu PTH. Mezi skupinou DN (N = 111) a kontrolami (N = 81) jsme nalezli 2
statisticky vyznamné kombinace genotypl, které spliuji podminku P < 0,05 (5%):
bbDd (OR = 0,037, 95 % CI = 0,005 — 0,0285) a BBDD (OR = 3,380, 95 % CI = 1,457
— 7,841). Genotyp bbDd byl ve skupiné DN zastoupen pouze u jednoho nositele (0,9
%), zato u kontrol u 16 jedinct (19,8 %). Hodnota OR < 1 sv&d¢i pro negativni asociaci.
Zda se, genotyp bbDd ma projektivni Gc€inek pied rozvojem diabetickych komplikaci.
BBDD byl ve skupin€ DN zastoupen u 30 jedinct (27 %), zato u kontrol pouze u 8
jedincti (9,9 %). Hodnota OR >1 svéd¢i pro pozitivni asociaci s DN.

Mezi skupinou DM 2 (N = 103) a kontrolami (N = 81) byly nalezeny stejné statisticky
vyznamné kombinace genotypt: bbDd (OR = 0,080, 95 % CI=0,018 — 0,361)

a BBDD (OR = 2.623, 95 % CI = 1,105 - 6,229). Genotyp bbDd byl ve skupin¢ DM 2
nalezen u 2 jedincu (1,9%), zatimco u kontrol u 16 jedincu (19,8%). Hodnota OR < 0
svéd¢i pro negativni asociaci s DM 2. Genotyp BBDD byl nalezen ve skupiné DM 2 u
23 jedincii (22,3 %) a ve skupiné kontrolni u 8 jedincii (9,9 %). Hodnota OR > 1 svéd¢i
pro pozitivni asociaci s DM 2.

Mezi skupinou DN (N = 111 pacientil) a DM 2 (N = 103 pacientll) nebyla nalezena
z4ddna kombinace genotypu, ktera by spliiovala podminku P < 0,05 (5%). Rozdil mezi
témito skupinami nebyl signifikantni.

Mizeme tedy konstatovat, ze genotyp BBDD je asociovan s diabetem 2. typu, ale
nema prediktivni hodnotu, podle které bychom mohly pfedpovédét, zda se u diabetika
rozvinou ledvinové komplikace. Naopak alely b a d maji protektivni roli pfed rozvojem
diabetu 2. typu. Kanzawa et al. ve své praci porovnavali vztah mezi vySe zminénymi
polymorfizmy a rozvojem primarni hyperparathyreézy, nezaznamenali vSak rozdil ve

frekvenci PTH genotypli mezi zdravymi kontrolami a pacienty S primarni

-75-



hyperparathyre6zou (KANZAWA et al. 1999). Rovnéz Gohda et al. nezaznamenali ve
své studii rozdil ve frekvenci PTH genotypli mezi hemodyalizovanymi pacienty se

sekundarni hyperparathyredzou a zdravymi kontrolami (GOHDA et al. 2002).

V dalsim experimentu jsme chtéli ovétit, zda exprese mRNA Kkoreluje s ur€itou
kombinaci genotypu VDR. V ramci pilotni studie jsme vybrali 13 pacientt s diabetickou
nefropatii a 6 zdravych jedinct, ktefi slouzili jako kontrolni skupina. Vzhledem
k nedostupnosti bioptickych vzorki tkané ledvin, byly pro izolaci mRNA zvoleny
mononukledrni bunky z periferni krve PBMC.

Exprese mRNA VDR u pacientt s diabetickou nefropatii byla prokazateln¢ zvysena
oproti kontrolni skupiné. To potvrzuje nase domnénky, nebot’ poruseny kalciofosfatovy
metabolizmus v ledvinach, organizmus kompenzuje tim, Ze dochazi ke zvySené expresi
receptoru pro vitamin D. Korelaci mezi hladinou mRNA a kombinaci genotypti VDR se
nam potvrdit nepodatilo. Ve skupiné 13 pacientti s DN jsme diagnostikovali témét samé
heterozygoty. Hodnota exprese mMRMA byla odlisna pouze u 2 pacientt s DN, ale ani u
nich nebyla nalezena odlisn4 kombinace genotypu VDR.

Pro tento experiment by bylo pfinosné, kdybychom expresi mRNA VDR stanovovali
z biopsii ledvin. Tento material je jen tézko dostupny, nebot’ neni etické ziskavat
biopticky material pouze pro védecké ucely. Od téchto 13 pacientd s diabetickou
nefropatii jsem zéaroven izolovala mononukledrni bunky periferni krve. Tuto studii
planujeme rozsifit o kvantitativni stanoveni hladiny proteinu VDR Vv periferni krvi

pomoci metody ELISA.
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6. Souhrn
V ramci diplomové prace jsem vysettila 4 alelové polymorfizmy genu VDR a 2 alelové
polymorfizmy genu PTH. V genu VDR jsem analyzovala polymorfizmy: Bsm I, Fok I,
Apal, Taq I, vgenu PTH Bst Bl a Dra Il.

e Ukazala jsem, ze alela F je signifikantné zvySena u pacienti s DN a DM 1.

e Ze statistického vyhodnoceni frekvence alely T lze usuzovat, Ze alela T je

predispozi¢ni pro DM 2.
e Prokazala jsem vyznamnost alely B pro rozvoj diabetické nefropatie.

e Genotyp DD je statisticky vyznamny pro skupinu DM 1, DM 2, DN i NDRD.

Porovnala jsem kombinace genotypi vramci gend VDR a PTH mezi vybranymi
skupinami pacienti a kontrolni skupinou, dale jsem porovnala skupiny pacientd S
diabetickou nefropatii a diabetem 2. typu.
e Nalezla jsem statisticky vyznamny genotyp, ktery spliiuje podminku P < 0,05.
Genotyp BBFFAATT je predispozicni pro diabetickou nefropatii.
e Genotyp BbFFAaTt svédci pro rozvoj diabetické nefropatie u pacienti s DM 2.
e Genotyp BBDD je asociovan s DM 2 a DN, ale nelze ho vyuzit v prediktivni
diagnostice rozvoje diabetickych komplikaci.
e Zda se Ze, ze genotyp bbDd ma protektivni roli pied rozvojem diabetu 2. typu a

jeho komplikacemi.

Ur¢ila jsem hladinu genové exprese VDR pomoci kvantitativni RT — PCR v plné krvi u
skupiny pacientl s diabetickou nefropatii a kontrolni skupinou.
o Exprese mMRNA VDR u pacientii s diabetickou nefropatii je prokazatelné zvySena
oproti kontrolni skupiné.
e Nepodafilo se nam potvrdit korelaci mezi genotypem a hladinou exprese mRNA
VDR.
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