Univerzita Karlova v Praze

2. lékarska fakulta

Studijni program: Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka

MUDr. Michal Malina

Dizertacni prace

Fenotypicka charakteristika a patofyziologie dédi¢nych nefropatii v détském véku
Geneticky podminény nefroticky syndrom a atypicky hemolyticko-uremicky syndrom u

¢eskych déti
Phenotypes and pathophysiology of hereditary nephropathies in children.

Genetic causes of nephrotic syndrome and atypical hemolytic-uremic syndrome in Czech

children.

Skolitel: Prof. MUDr. Tomas Seeman, CSc.
Konzultant: doc. MUDr. Ondfej Cinek, PhD.

Praha, 2012






Prohlasuji, Ze jsem zavéreénou prdci zpracoval samostatné a Ze jsem rfadné uvedl| a citoval
vSechny pouZité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, Zze prace nebyla vyuzita k ziskani
jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim strvalym uloZzenim elektronické verze mé prace vdatabdzi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za UcCelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifikaénich praci.

V Praze, 27.6.2012
Michal Malina

Podpis:




. OBSAH

[ OBSAH. .ttt ettt h e s ht e et e bt a b e b e e b e e bt e bt e nhee e be e beenhteebeenaeesareens 4
[. SEZNAM ZKRATEK . e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaas 6
1. IDENTIFIKACNT ZAZNAM ...coocoimitiiieiie sttt 7
I SOUHRN e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaas 8
IV. SOUHRN (GNEIICKY) 1eeeeitriieiiitieee ettt ettt eetre e e ere e e e erbee e e e eabeeeeseabaeeessntsesesssbeeeesanbseseesnsseseesnns 9
Vo UVOD ..ttt ettt st st e b e s h e st e bt e sht e et e e be e s bt e s bt e bt e shte e be e heeshteebeenbeenateen 10
Pfehled monogenné podminénych chorob ledvin. ........cccooceviviieiiniceece e 10
GlOMEBIUIOPALIE. ..vvveeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e rtbbaeeeeeeeeeesnabaeeeeaaeeeennnes 11

T L o101 o] o F- | A =T TP PPUPPPPROt 11
Cystickd onemMOCNENT TEAVIN. ..eoiiiiieee e e et e e e e e e e eaaaes 11
Vyuziti molekularni genetiky v diagnostice a 1é¢bé onemocnéni ledvin u déti.........cccceevveennes 12
Molekularni podklad fyziologie glomeruldrni filtracni membrany........cccccceeiiiiiiiiiiiieeeeceeeens 13
Patofyziologie poruchy filtraéni funkce vedouci k nefrotickému syndromu..........ccccceeeeeeeennnns 15
Geny kodujicich nejvyznamnéjsi proteiny zajistujici funkci filtracni membrany.........ccccccveeee. 17
NPHST (NEFFINOVY ZEN) urtriiiiiitiie ettt et e e et e e e bae e e e sabe e e e eeabaeeeeeareeeesnrees 17
NPHS2 (POAOCINOVY BEN) 1eiieiiiieieiiiieee ettt e e eete e e e ertre e e e stbaeessrabaeeessbreeesssbaeeessstaeeessnsrasessnsens 18
A R (X 6 = ) OSSP 19
WTI (WIlMS TUMOT 1) oottt ettt eere e e e stre e e e erabae e e e satbaeeessntaeseesatreseessbaeeeesssenassnns 19

L 1 3ROSR 20
(670 RSP S 20
ACTINA ..ottt ettt et e b e s at e st e bt e s at e s ab e e be e sht e st e e b e e she e et e e bt e naeenateenean 20
TRPCE ..ottt ettt sttt e be e st et e b e s it e e bt e bt e s et e e be e bt e e at e e b e e hee e ate e beenaeenareereas 21
IINF2 .ottt ettt st b e s a e st b e s at e et e bt e sa bt e b e e bt e sabe e bt e nar e et e e nneenaee 21

L I o 1O PP PPPPPPPPPPPRE 21
IYOLLE ...ttt ettt et ettt st e b e s et st e bt e sat e et e e s bt e st e e b e e saee st e e neenaes 21




DA HUS ettt ettt sttt h e st b e bt sa b e b e e bt st e et e e bt e sabeebeenbeenareen 22
ALYPICKY HUS ..ottt ettt e e st e s te e s bt e e sate e s st e e saneeeenseessnseesnneeans 23

VI HYPOTEZA. ..ottt 26
LY o =3O 27
VI IMIETODY ottt ettt ettt st sttt et st e sbe e sat e e bt e be e sat e sabeebeesabesabeeseesaaesnbeenseesatenas 28
Vytvoreni kohorty pacientll s kortikorezistentnim NS ........ccccvvvienienieniecee e 28
Molekularné genetické vysetreni genl NPHS1, NPHS2, WT1 u pacientli se SRNS ........ccceeeenn. 28
Vysetreni genl MCP, CFl, CFH, C3 u retrospektivné zjisténych pacientl s aHUS .........cccoce..... 30
Funkéni studie Mutaci V IMCP SENU ......oocieiiiee ettt st snee e st e s naeesnns 31
X VYSLEDKY <. ceietataetcseiseeees et ese et ese st ss et ennes 32
Cil 1 = INCidence SRNS U A&LI V CR ...ouvvveeereececececeee ettt et s ettt se e s s s eseaesens 32
Cil 2 — Zastoupeni jednotlivych mutaci U déti 5& SRNS V CR...c.vvviveireeeeireeeeeeeeeee et 32
Cil 3 — Odpovéd pacientl se SRNS na [éCbu dalSimi imuNOSUPresiVy ......ccccveeeeicverecccireee e, 33
Cil 4 - Detailni fenotypicka charakteristika pacientll nesoucich mutace...........cccevvereevvvereernnen. 35
PACIENT S . e e s 35
T =Y N QYA R I 1 O SRR 36
PACIENTKA 24t ettt et e st e st e e st e e st e e s be e e sbe e e e ateeeaeeeea 36
PACIENTKA 26....eeeiiieeiiee ettt ettt st s e e s s nr e s e e sre e s nr e e sneeenas 37

e (o 1= o) A 1 PP OPPT 37

Cil 5 - Vysledek analyzy gen(l u pacient(l s familidrnim atypickym HUS..........c.cocvveveiiireeeennnee. 38
Ko DISKUZE ...ttt ettt ettt ettt s e st e e be e sateenteebeesstesnbeenbeesaeeenteaseesaaeenseenseesaseans 40
XIe ZAVER .ottt R ARt 48
X1 PODEKOVANT ...ttt 49
XIL LITERATURA ...ttt ettt ettt sa e sttt s e e ste e beesateeateenbeeseteenbeebeessteenseanseessaeenseenseesaneans 50
XIV. PRILOHY — PLNE TEXTY CLANKU TVORICI PODKLAD DIZERTACE .....covurerereirereeneineeneeeeeenes 55




I. SEZNAM ZKRATEK

aHUS — atypicky hemolyticko-uremicky syndrom
APN/GPN — Arbeitsgemeinschaft/Gesellschaft fur Padiatrische Nephrologie
CF — cyklofosfamid

CSA — cyklosporin A

CR — Ceska republika

DMS — difuzni mesangidlni skleréza

FACS — prlitokova cytometrie

FSGS — fokalné segmentalni glomeruloskleréza
GBM — glomerularni bazadlni membrana

GFR — glomerularni filtrace

HUS — hemolyticko-uremicky syndrom

MCD — minimalni zmény glomerul(

MMF — mykofenolat mofetil

NFAT — Nuclear factor of activated T-cells

NS — nefroticky syndrom

PCR — polymerdzova retézova reakce

PLCE — fosfolipaza C-epsilon

RTX — rituximab

SRNS — steroid resistentni (kortikorezistentni) nefroticky syndrom
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l1l. SOUHRN

Dédi¢né nefropatie je rozsdhla heterogenni skupina chorob svelkym zastoupenim
monogenni patologie zahrnujici choroby primdarné postihujici jednotlivé funkéni podjednotky
nefronu (glomeruly, tubuly) a dale pak kombinované syndromy, kde rendlni patologie stoji
v popredi. V ivodu prdce je nastinéna soucasna klinicko-patologicka klasifikace této rozsahlé
Z této skupiny se prace zaméruje na dvé klinicky vyznamné glomerulopatie, kde je vyrazné
vyjadren podil genetické slozky na rozvoji patofyziologie téchto nemoci. Jedna se o dédi¢né
formy nefrotického syndromu (SRNS) a atypicky hemolyticko-uremicky syndrom (aHUS).
Prace shrnuje vysledky pétiletého sledovani détskych pacientl s kortikorezistentnim
nefrotickym syndromem z celé CR. Zachytili jsme celkem 32 piipadii a u 7 pacient(l (22%)
potvrdili genetické pozadi choroby. Ctyfi pacienti nesli mutace vgenech NPHS2 a dva
pacineti (dvojcata) méli mutaci ve WT1. Jeden pacient plvodné diagnostikovany jako
idiopaticky SRNS pozdé&ji rozvinul pfiznaky Schimkeho choroby, coz bylo molekuldarné
geneticky potvrzeno.

Vyznamnym a novym zjisténim byl vysoky podil pacientl reagujicich na cyklosporin v nasi
skupiné a to i pacientl nesoucich mutace v genu NPHS2 (43%).

Ve skupiné pacientll s velmi vzacnym a atypickym HUS jsme se zaméfili na identifikaci mutaci
pacientl s familidarnim vyskytem HUS s manifestaci v détském véku. V ¢eské populaci jsme
identifikovali vyznamné vysoké procento pacientli s mutacemi v MCP (4 z 10, 40%) oproti
publikovanym kohortdm (6-10%). Tyto mutace byly funkéné analyzovany a vyhodnoceny jako
vyznamné. Tohoto zjisténi nyni vyuzivame i klinicky, kdy déti s projevy atypického HUS jsou
velmi rychle skriningové vysetfovdna totoZznou technikou pouzitou pro funkéni analyzu

téchto mutaci.

Klicova slova: glomerulopatie, nefroticky syndrom, hemolyticko-uremicky syndrom,

cyklosporin, podocin, WT1




IV. SOUHRN (anglicky)

Hereditary nephropathies are a heterogeneous group of disorders comprising of diseases of
the kidney per se and syndromes where kidney pathology is predominantly manifested.

We have focused on two important glomerulopathies manifesting predominantly in
childhood — nephrotic syndrome with genetic background and atypical hemolytic uremic
syndrome.

In the first part of the work we present five years of observation of cohort of children with
steroid resistant nephrotic syndrome (SRNS). We have identified 32 cases from which 7
carried genetic mutations causing nephrotic syndrome (22%). Most dominant were
mutations in NPHS2 gene (n=4). Second most common were mutations in WT1 gene (n=2).
No mutations were found in gene NPHS1. Surprisingly, one patient initially diagnosed as
idiopathic steroid resistant nephrotic syndrome showed signs of Schimke imuno-osseous
dysplasia during the follow- up and the disease was proven by molecular genetic testing of.
Most striking finding in our group was high rate of responsiveness to cyclosporine in our
cohort regardless of genotype of patient. Even patients bearing mutation in NPHS2 gene
showed partial responsiveness to cyclosporine (43%)

Second part of the work focused on very rare disease of complement cascade — atypical
hemolytic uremic syndrome. In retrospective study of patients with familial presentation we
found high rate of patients (n=4, 40%) with MCP mutations. This is in contrast to published
cohorts where prevalence of these mutations is around 6-10%. All four our mutations were
functionally tested and were proven as functionally relevant. All carriers showed decrease of
MCP/CD46 molecules on cell surfaces. This functional test is now used routinely for quick

screening of patients showing signs of atypical hemolytic uremic syndrome.

Keywords: glomerulopathy, nephrotic syndrome, hemolytic-uremic syndrome, cyclosporine,

podocin, WT1




V. UVOD

Od precteni kédujici casti lidského genomu v roce 2003 exponenciadlné narostl pocet
vysvétleni geneticky podminénych chorob. Navic doslo ke zna¢nému poklesu naklad(i na
identifikaci jednotlivych gen( i sekvenovani kompletniho lidského genomu. Cely projekt
HUGO, majici za cil sekvenci lidského genomu, stal 3 miliardy dolar(i. Spole¢nost Craiga
Ventera, Celera Genomics, jiz zvladla tento Ukol s rozpoctem desetkrat nizSim. Nyni je mozné
si vyzadat sekvenci kompletniho genomu pro jednotlivého pacienta a dostat se k cené 10
tisic dolarl. Toto tempo samoziejmé vede k masivnimu narlstu objevd funkce gen( a
vysvétleni spojitosti s fenotypem a tudiz osvétleni patofyziologie dédi¢nych onemocnéni.

V kvétnu 2012 je v nejvétsi databdzi shromazdujici informace o monogennich onemocnénich
Online Mendelian Inheritance of Man (OMIM) na 3485 zdznamu o chorobach s popsanym
fenotypem a molekularné geneticky osvétlenym pozadim. Z tohoto mnoizstvi je cca 100 genu
spojovano s primarné nefrologickymi dédi¢nymi chorobami (v roce 2005 to bylo 50-60 genl).
Toto mnoizstvi se za poslednich 5 let tedy skoro zdvojnasobilo. Pfi 25-30 tisicich znamych
lidskych genech ceka mnoistvi genotypové-fenotypickych korelaci na své osvétleni i kdyz
pocitdme jen se striktné monogennimi chorobami bez zapojeni vice gend a vlivu dalSich

genetickych interakci.

Prehled monogenné podminénych chorob ledvin

Choroby ledvin zplUsobené poruchou jednoho genu jdou standardné klasifikovat podle typu
dédi¢nosti (dominantni/recesivni, autozomalné ¢i gonozomalné), ale nejcastéji se pouziva
klasifikace kombinujici popis klinického obrazu a déleni podle fyziologickych funkcnich
podjednotek nefronu.

Dle této klasifikace rozliSujeme nemoci glomeruld (glomerulopatie), nemoci tubull
(tubulopatie), cystické choroby ledvin a dale rozlicné kombinované syndromy a metabolicka

postizeni s vyjadrenou patologii ledvin.
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Glomerulopatie

Do této skupiny pat¥i choroby, u nich? dochazi k poruseni funkci na Grovni glomerulu. Radi se
sem primarni nefrotické syndromy (NS), Alportiv syndrom a atypicky hemolyticko-
uremicky syndrom (aHUS). Patofyziologie rozvoje nefrotického syndromu a atypického
hemolyticko-uremického syndromu jsou dale podrobné rozvedeny v samostatnych
kapitolach.

Alportiv syndrom je syndromové monogenni onemocnéni kombinujici hematurii,
senzorineurdlni hluchotu a okularni abnormity zplsobené mutacemi v genech pro kolagen
typu IV. Vyskytuji se u néj tfi formy dédicnosti (X vazana jako nejc¢astéjsi v 85%, autozomalné
dominantni v 14% a autozomalné recesivni jako nejvzdcnéjsi do 1% pripadu) (Kashtan and

Segal 2011).

Tubulopatie

Dédicné tubulopatie shrnuji choroby s defektem na uUrovni tubularniho aparatu nefronu.
Jedna se opét o rozsahlou heterogenni skupinu onemocnéni s rliznou manifestaci, které se
nejéastéji projevuji nemoznosti zachovat elektrolytovou homeostazu sodiku, drasliku a
kalcia. Mnoho znich se poji s postizenimi v dalSich organovych soustavach, casto

v sluchovém senzorickém aparatu (Jungers, Joly et al. 2008; Lifton P.R. 2009).

Cysticka onemocnéni ledvin

Do této skupiny se fadi choroby, jejichz markantnim znakem je rozvoj mnohotnych cyst
v ledvinach, které progresivné omezuji jejich funkéni parenchym. U prvni skupiny -
nefronoftiz dochdzi krozvoji cyst voblasti kortikomeduldrni hranice. U polycystéz a
multicystické dysplazie vznikaji cysty v celém parenchymu ledviny.

Nefronoftizy jsou nejéastéjsi pricinou chronické renalni insuficience u déti (cca 10-15%) a
maji autozomalné recesivni dédi¢nost. Je zndmo mnoho etiologickych genl (v soucasné dobé
jiz 11). Jednotlivé formy se lisi tizi ledvinného postizeni, ovlivnénim dalsSich orgdnli mimo
ledvinu a dobou progrese do chronického selhani ledvin. Nej¢astéjsi formou je tzv. juvenilni
nefronoftiza zplisobend mutaci genu NPHP1 (Hildebrandt, Attanasio et al. 2009; Salomon,

Saunier et al. 2009).
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Podskupina chorob s nejtézsimi projevy, zvand polycystézy ledvin, se skladd ze dvou
podtypl. Autozomalné recesivni polycystdza je devastujici dédicné onemocnéni zplisobené
mutaci v genu PKHD1 kédujici protein fibrocystin. Projevuje se jiz prenatalné i v raném
détském véku rozvojem polycystézy ledvin a soucasné i kongenitdlni jaterni fibrézy. U
vétsiny pacientl dochazi k rozvoji chronické rendlni insuficience velmi ¢asné. Autozomalné
dominantni polycystdza se chronickou rendlni insuficienci projevuje az u dospélych pacientd,
ale zavainé cystické postizeni ledvin a dalsi komplikace choroby jako hypertenze nebo
proteinurie mlzZe byt zjiSténo jiz u déti. Je zplsobena mutaci v genech PKD1 a PKD2
kodujicich proteiny polycystin | a Il. Jedna se o vibec nejcastéjsi monogenni chorobu ledvin
(prevalence cca 1:500-1:1000). Rozvoj polycystdzy je pomalejsi a stadia chronického selhani
ledvin dosahnou pacienti az v dospélosti. Dalsi skupina tzv. multicystické dysplazie nemaji
zatim jasné definované monogenni varianty, i kdyZ v posledni dobé se uvazuje o vlivu genu
HNF1B na rozvoj tohoto onemocnéni u znacné ¢asti pacient(l. (Heidet, Decramer et al. 2010)

Ve vétsiné pripadl se jedna o sporadické nedédi¢né onemocnéni (Sweeney and Avner 2011).

Vyuziti molekularni genetiky v diagnostice a Ié¢bé onemocnéni ledvin u déti

Molekularni genetika je ve vétsiné pripadi monogennich chorob vyuzivana prevainé pro
detailni diagnostiku. Nalezeni presného patofyziologického pozadi nemoci na Urovni
proteinl nam ovSem muzZe poskytnout odrazovy mustek i pro dalsi klinicka rozhodnuti —
prognosticka a nyni i terapeuticka.

V nasi praci jsme se zaméfili na projevy nefrotického syndromu zplsobeného mutacemi
v genech kédujicich proteiny Stérbinové membrény v glomerulech u détskych pacientu.
Vcasna diagnostika mutaci v téchto genech umoznuje tyto pacienty usetfit biopsie ledviny a
dlouhodobé [é¢by kortikoidy a dalsimi imunosupresivy. Navic jejich progndza je vzhledem
k chybéni rekurence NS po k transplantaci ledviny na rozdil od pacientl s idiopatickymi

formami NS vyrazné lepsi.
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Molekularni podklad fyziologie glomerularni filtracni membrany

Zakladem glomerularniho filtru jsou tfi vrstvy: endotel fenestrovanych kapilar, glomerularni
bazalni membrana (GBM) a vrstva podocytl. Prstovité vybézky podocytll tvori zipovitou
strukturu, kterd je propojena posledni vrstvou filtratniho komplexu - S$térbinovou
membrdanou (v anglictiné slit diaphragm).

Endotel pravdépodobné nevytvati zdsadni bariéru vzhledem ke své fenestrované strukture.
Zasadni vliv endotelu ma jeho glykokalyx, ktery vytvari konstantni negativni naboj (Jeansson
and Haraldsson 2006). Bazalni membrana obklopuje endotel a zajistuje diky velkému obsahu
kolagenu strukturalni pevnost. Slozky bazalni membrany jako kolagen IV, lamininy a dalsi
pfispivaji k selektivni permeabilité filtru dle ndboje a velikosti. Vétsina drivéjsich teorii do
bazalni membrany situovala hlavni separacni Cinnost glomerularniho filtru. Patrné i diky
tomu, Ze nékteré nemoci vznikaji z poruseni bilkovin glomerularni bazalni membrany,
jmenovité Alportlv syndrom pfi poruchach kolagenu IV a Piersonlv syndrom kombinujici
tézky nefroticky syndrom a ocni postizeni vznikly na podkladé mutaci v genu pro laminin
beta (Lowik, Groenen et al. 2009). Posledni vyzkumy ale hlavni antiproteinuricky efekt
glomerularniho filtru pfifazuji k nejrecentnéji objevené strukture, napjaté mezi vybézky
podocytll nazyvané $térbinovd membrana (D'Agati, Kaskel et al. 2011). Stérbinova
membrana je tvorena mnoha proteiny, jejichz mutace jsou spojeny s ptiznaky tézkého
kortikorezistentniho nefrotického syndromu. Nejvyznamnéjsi z protein( je nefrin, ktery je
kotven podocinem a CD2AP proteinem k cytoskeletu podocytu a tento komplex tvofi zaklad
této antiproteinurické membrany. Prostorova struktura tvofi sito vldken s podry, které

velikosti propousti molekuly mensi nez albumin (Tojo and Kinugasa 2012).
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Obrdzek 1 Model stérbinové membrdny a vybéZki podocytu a interakce zdsadnich proteini k zajisténi antiproteinurického efektu



Patofyziologie poruchy filtracni funkce vedouci k nefrotickému syndromu

Nefroticky syndrom (NS) je souborem pfiznakd, jejichz etiologickym podkladem je poruseni
filtra¢ni bariéry ledvin.

Hlavnim priznakem nefrotického syndromu je tézkd, tzv. nefrotickd proteinurie,
charakterizovana ztratami bilkoviny do mo¢i nad 1000 mg/m?/24 hodin. Daldi pfiznaky,
otoky, hypoalbuminemie pod 25 g/l a hyperlipidemie, jsou odpovédi organismu na masivni
unik sérovych bilkovin do moci.

Glomerularni filtracni bariéra je ve vétsiné pfipad( NS narusena poskozenim, jehoZ pficina
dosud neni objasnéna. Spekuluje se o vlivu cirkulujicich faktorl, mozina cytokinQ
produkovanych imunitnimi bunfkami, o pfimém efektu T lymfocytd na podocyt a dalSich
imunitnich vlivech (van den Berg and Weening 2004). Vsechny dlkazy jsou zatim pouze
nepfimé. Tyto formy s nevysvétlitelnou patofyziologii se oznacuji jako idiopaticky NS.
S rozvojem metod molekuldrni genetiky se postupné ztéto skupiny vyclenily formy NS
zplUsobené mutacemi v genech pro strukturni a regulacni proteiny Stérbinové membrany a
podocytll (Niaudet 2004; Machuca, Benoit et al. 2010). Na téchto geneticky podminénych
formach NS se nepodili imunopatologickd reakce a NS je zplsoben strukturni poruchou
proteint filtratni membrdny. V soucasné dobé je zndmo jedenact genu, jejichZ mutace
zpUsobuji monogenni formy NS. Existuje oviem neostrd hranice a ktémto jedenicti
kauzalnim genim by Sli pfipojit dalsi genetické zmény, které vedou k nemocem kde je téz
vyjadien NS (napfiklad nékteré komplexni syndromy ¢i poruchy genetické mitochondrialniho
metabolismu) (Barisoni, Schnaper et al. 2009). Nejdéle znamy je kongenitalni NS finského
typu (mutace v genu NPHS1). DalSimi geneticky podminénymi formami jsou autozomalné
recesivni kortikorezistentni NS (NPHS2 gen), nefroticky syndrom typ 3 (gen NPHS3/PLCE1),
Denys-Drashliv syndrom a Frasierliv syndrom zplsobené mutaci v regulacnim genu WTI1.
Piersondv syndrom (LAMB2 gen), NS zpUsobeny mutaci v genu CD2AP a dva nejrecentnéjsi
geny s extrémné vzacnym vyskytem (PTPRO a MYO1E). U adolescentl a dospélych pacientt
se navic vyskytuji dédiéné formy NS s fokalné segmentalni glomerulosklerézou zpisobené
mutacemi v genech ACTN4, TRPC6 a INF2. Popis jednotlivych genlG a jejich funkce a
patofyziologie vzniku NS je rozvedena v samostatné podkapitole ( str. 17).

Klinicky se nefroticky syndrom rozdéluje podle odpovédi na inicidlni kortikosteroidni terapii

na kortikosenzitivni a kortikorezistentni. VétSina détskych pacientd s NS zareaguje na
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inicialni  1é¢bu  kortikoidy navozenim remise a trvalym vymizenim proteinurie
(Abeyagunawardena 2005). Tyto formy se oznacuji jako kortikosenzitivni a maji relativné
dobrou prognozu. Okolo 20-30% pacient(l ale na inicidlni kortikoidni |écbu nezareaguje. Tato
do chronické renalini insuficience aZ selhani (Hinkes, Mucha et al. 2007; Hinkes, Vlangos et al.
2008; Buscher, Kranz et al. 2010). Soucasné |écebné schéma nebere dostatecné v Uvahu
geneticky podminéné formy kortikorezistentniho NS (Ehrich, Geerlings et al. 2007; Buscher
and Weber 2012). Vsichni kortikorezistentni pacienti maji byt IéCeni kortikoidy po dlouhou
dobu, protoZe existuje moznost, Ze u nékterych forem bude pfece jen navozena remise. Pfi
dlouhodobé kortikorezistenci se také zkousi |écba dalSimi imunosupresivy (cyklosporin,
takrolimus, mykofenolat mofetil), eventuelné plazmaferéza s riznou, vétSinou vsak malou
uspésnosti dosazeni remise (Hodson, Willis et al. 2007; Hodson and Alexander 2008; Hodson
and Craig 2008; Hodson, Willis et al. 2008; Hodson, Willis et al. 2010).

VSechny znamé geneticky podminéné formy NS jsou kortikorezistentni a témér vidy
rezistentni i k dalSim imunosupresivim jako napf. cyklofosfamidu nebo cyklosporinu (Ruf,
Lichtenberger et al. 2004). U naprosté vétsSiny geneticky podminénych NS je tedy vSechna
tato terapie neucinna a neucelna a zatézuje pacienta velkym mnozstvim nezadoucich ucink(
(Ruf, Lichtenberger et al. 2004)., mimo jiné zvySenou nachylnosti k infekcim, snizenim kostni
denzity, zpomalenim rlstu, kataraktou, glaukomem, arteridlni hypertenzi nebo
nefrotoxicitou cyklosporinu (Hodson, Willis et al. 2008; Hodson, Willis et al. 2010). Prikazem
genetické etiologie onemocnéni se da této neucelné terapii vyhnout a usetfit tak pacienty
téchto zavaznych nezadoucich ucinka.

Biopsie ledviny je v soucasné dobé indikovana u viech pacientu s kortikorezistentnim NS a u
vétsiny pacientll s ¢asto relabujicim nebo kortikodependentnim NS. Histologicky obraz vsak
bohuzZel neodlisi idiopaticky od geneticky podminéného NS.

Vsechny formy NS se totiz mohou histologicky projevovat jako minimalni zmény glomerul(i
(minimal change disease-MCD), fokdlné segmentdlni glomeruloskleréza (FSGS) nebo difuzni
mezangialni skleréza (DMS) (Fuchshuber, Gribouval et al. 2001; Mucha, Ozaltin et al. 2006;
Lowik, Groenen et al. 2009). Biopsie ledviny tedy neodlisi genetické formy NS od
idiopatickych a nemulze tedy v diferencidlni diagnostice idiopatickych a geneticky
podminénych forem nahradit molekuldrné genetické vysSetfeni. Ztoho dlvodu je jiz

v souCasné dobé doporucovano provést molekularné genetické vysetfeni vSem détem
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s kortikorezistentnim NS, aby se vyloucily genetické formy, zabranilo se dalsi zbytecné lé¢bé
a urcila se progndza onemocnéni, riziko NS pro dalsi ¢leny rodiny a riziko rekurence NS po
pfipadné transplantace ledviny (Buscher and Weber 2012), (Jaffer, Ahmed et al. 2011).

Je prokdzano, Ze zastoupeni genetickych forem je rQizné v rlznych etnickych populacich
(Ozer, Aksu et al. 2004; Sako, Nakanishi et al. 2005; Hinkes, Mucha et al. 2007; Li, Ding et al.
2010; Machuca, Benoit et al. 2010). V populaci ¢eskych déti zatim nebyl vyskyt genetickych
forem NS publikovan, Ize ale predpokladat, Ze vyskyt odpovida evropské populaci. U déti do
jednoho roku véku (infantilni NS) tvofi v evropské populaci geneticky podminéné formy 43-
75% pripadl nefrotického syndromu, v zavislosti na etnické pfislusnosti (Hinkes, Mucha et al.
2007). V celém détském véku je to pak 20-30% (Ruf, Lichtenberger et al. 2004). Nejvétsi
zastoupeni maji mutace v genu NPHS2 (10-25% pfipad() (Ruf, Lichtenberger et al. 2004) a
genu WT1 (3-7% pfipadud) (Mucha, Ozaltin et al. 2006).

Progndza vsech téchto pacientll je vyrazné horsi nez u pacientU s idiopatickym NS a relativné
¢asné progreduji do chronické rendlni insuficience a dospivaji do termindlniho chronického
selhani ledvin vétSinou jesté v détském véku. Pozitivnim zjiSténim je fakt, Ze geneticky
podminéné formy, na rozdil od idiopatickych forem sobrazem FSGS, nerekuruji

v transplantované ledviné (Ruf, Lichtenberger et al. 2004; Jungraithmayr, Hofer et al. 2011).

Geny kddujicich nejvyznamnéjsi proteiny zajistujici funkci filtraéni membrany

NPHS1 (nefrinovy gen)

Tento gen (NePHrotic Syndrome 1=NPHS1) lezici na dlouhém raménku chromozomu 19
kdduje protein zvany nefrin. Nefrin komunikuje s dalSimi proteiny Stérbinové membrany a
zajistuje funkcnost filtraéni bariéry. Jedna se o prvni popsany geneticky podloZeny nefroticky
syndrom (Kestila, Lenkkeri et al. 1998). Ve finské populaci byly popsany dvé nejcastéjsi
mutace predcasné ukoncujici syntézu nefrinu (fin-minor a fin-major) zodpovédné za rozvoj
NS, kazda s rGzné zavainé vyjadrenymi priznaky. Choroba se dédi autozomalné recesivné a
je nejvice rozsitena ve Finsku (incidence 1:10 000 Zivé narozenych), proto se také oznacuje
jako kongenitalni nefroticky syndrom finského typu (Lenkkeri, Mannikko et al. 1999).
Klinicky se manifestuje v novorozeneckém nebo ¢asném kojeneckém véku (kongenitalni NS)
a nékdy i prenatalné. Pribéh je tézky s extrémné vysokymi ztratami proteinl do moci. Déti

jsou ohroZzeny zejména naslednou hypogamaglobulinémii s rizikem septickych komplikaci,
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které jsou nejcastéjsi pricinou umrti déti s kongenitdlnim NS finského typu, Castéjsi nez
chronické selhani ledvin (Patrakka, Kestila et al. 2000). Proto je standardné doporucovanou
[éCbou Casna jednostranna ¢i oboustrannd nefrektomie ke snizeni ¢i Uplnému zamezeni ztrat
bilkovin do moci a naslednd lécba peritonedlni dialyzou az do doby, kdy je moZna
tfetina pacientd vykazuje rekurenci ve Stépu pravdépodobné z dlvodu pritomnosti
protilatek proti nefrinu. Mensi zmény v genu (missense mutace) byvaji spojovdny s rozvojem
NS v détském véku s o néco méné tézkym pribéhem (Lenkkeri, Mannikko et al. 1999;

Patrakka, Kestila et al. 2000; Hinkes, Mucha et al. 2007).

NPHS2 (podocinovy gen)

Gen NPHS2 lezici na 1. chromozomu kdéduje bilkovinu podocin. Podocin je protein z rodiny
stomatin(, exprimovany pouze v ledviné a embryonalnim myokardu (Ruf, Lichtenberger et
al. 2004). Podili se na fetalnim vyvoji ledviny a ma zcela zasadni Ulohu v membranové
signalizaci podocytl. Vaze se s nefrinem a je zodpovédna za jeho spravné umisténi a
napojeni na membranu podocytu v misté tzv. lipidovych raftl (Liu, Done et al. 2004). Mutace
v tomto genu zpusobuji autozomalné recesivni kortikorezistentni NS (Boute, Gribouval et al.
2000). Spektrum mutaci je velmi pestré a stejné tak i histologicky obraz, ktery muze
vykazovat jak FSGS, tak MCD. Zatim nebyla objevena korelace mezi rlznymi mutacemi a
histologickym obrazem (minimalni zmény &i FSGS) (Schultheiss, Ruf et al. 2004). Mutace
v NPHS2 genu jsou zodpovédné u evropské populace za cca 30% pripadd vyskytu
steroidrezistentniho NS (Ruf, Lichtenberger et al. 2004; Hinkes, Mucha et al. 2007). Jedna se
tedy o nejcastéjsi genetickou formu NS v evropské populaci mimo Finsko. Klinicky se vzdy
projevuje kortikorezistentnim NS. Prvni projevy se objevuji vétSinou v predskolnim véku,
nejsou vzacné ani novorozencké nebo kojenecké manifestace. Vék prvnich projeva koreluje
s typem mutace. Mutace, které predcasné ukoncuji syntézu proteinu, a mutace R138Q
v homozygotnim stavu maji ¢asnéjsi manifestaci (Hinkes, Vlangos et al. 2008). Zatim nebyla
nalezena korelace mezi typem mutace a rychlosti progrese choroby (Schultheiss, Ruf et al.
2004). Pacienti pozvolna spéji do chronické rendini insuficience a selhani. Veskerd

kortikosteroidni |écba je u téchto pacientll neudcinna. Jedinou moZnou l|écbou je
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transplantace ledvin, kdy tito pacienti jsou témér bez rizika rekurence NS ve Stépu

(Jungraithmayr, Hofer et al. 2011).

NPHS3 (PLCE1)

Tento gen lezi na chromozomu 10 a kdéduje enzym fosfolipazu C-epsilon (PLCE), ktera se
podili na nitrobunééné signalizaci generovanim druhych posli. Mutace, které zpusobi
predcasné ukonceni syntézy proteinu, se projevuji histologickym obrazem difuzni
mezangialni sklerézy (DMS) (Hinkes, Wiggins et al. 2006; Gbadegesin, Hinkes et al. 2008;
Hinkes 2008). Bylo zjiSténo, Ze skoro tretina pripadl DMS u déti s NS je zpUsobena mutaci
v PLCE1 genu a je tedy trikrat ¢astéjsi genetickou pficinou DMS u déti neZz mutace v genu WT.
(Gbadegesin, Hinkes et al. 2008). Missense mutace se projevuji spiSe obrazem FSGS. Klinicky
nejzajimavéjsi na tomto geneticky podminéném NS je fakt, Ze existuje popsany pfipad
pozitivni odpovédi na kortikoidy (kortikosenzitivni NS) i pfes velmi zavaznou mutaci, kterd u
pfibuznych zpusobila NS s DMS. Kortikoidy zde nemaji pravdépodobné imunosupresivni
efekt, ale spekuluje se o pfimém ovlivnéni metabolismu podocytld (Hinkes, Wiggins et al.

2006).

WT1 (Wilms tumor 1)

WT1 gen kdéduje protein s motivem zinkového prstu vazici se na DNA, ktery funguje jako
transkripcéni faktor. Je zcela zdsadni pro normadlni vyvoj urogenitalniho Ustroji a mezotelu.
Jeho nékteré mutace zplsobuji embryonalni nefroblastom, znamy jako Wilmsav tumor.
Mutace lokalizované vylucné v exonech 8 a 9 zpUsobuji téZ rozvoj nefrotického syndromu
(Mucha, Ozaltin et al. 2006) a jsou zodpovédné za asi 9% NS s obrazem DMS (Gbadegesin,
Hinkes et al. 2008). Mutace jsou velmi rdznorodé a vznikaji vétSinou de novo. Familiarni
formy vykazuji na rozdil od preslych genli autozomalné dominantni dédi¢nost. Kombinace
vyskytu Wilmsova tumoru, nefrotického syndromu s rozvojem chronického rendlniho selhani
a muiského pseudohermafroditismu se oznacuje jako Denys-Drash(iv syndrom nebo
FrasierGv syndrom (Pelletier, Bruening et al. 1991; Coppes, Liefers et al. 1992). Dnes
prevldada nazor, Ze u pacientl s mutaci WT1 genu, u nichZ hrozi ¢asny vznik Wilmsova
tumoru, by méla byt vdobé progrese onemocnéni do stadia chronického selhani ledvin

indikovana oboustranna nefrektomie a zahajena dialyzacni l1é¢ba s naslednou transplantaci.
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Na nacasovani doby nefrektomie jsou rdzné nazory. Vétsinou je nefrektomie indikovana az

pfi zahdjeni dialyzacni l1éCby (Hu, Zhang et al. 2004).

LAMB2

Jednd se o gen, jehoz mutace zpUsobuji Piersondv syndrom. Tento syndrom je
charakterizovan nefrotickym syndromem, tézkou mentalni retardaci a typickym postizenim
oka s mikrokorii. Gen kdoduje protein laminin B-2. Nefroticky syndrom je velmi tézky,
srovnatelny s finskym typem nefrotického syndromu. Postizeni vétSinou umiraji

v novorozeneckém nebo kojeneckém véku (Zenker, Aigner et al. 2004).

CD2AP

Jedna se o del$i dobu znamy gen, plvodné identifikovany jako exprimovany v T-lymfocytech.
Pozdéji bylo zjisténo, ze mysi knock-out s vyfazenym genem CD2AP v heterozygotnim stavu
vyvinou renalni |éze histologicky srovnatelné s lidskou FSGS. V ledvinach CD2 asociovany
protein kddovany stejnojmennym genem pirimo interaguje s nefrinem a f-aktinem. Teprve
v nedavné dobé byl objeven prvni pacient s homozygotni mutaci v tomto genu, u kterého se
vyvinul tézky nefroticky syndrom v détském véku s obrazem FSGS (Lowik, Groenen et al.

2007).

ACTN4

Tento gen kdéduje protein, ktery je soucasti aktinového cytoskeletu a vaze se s f-aktinem.
Aktinova cytoskeletdlni sit je nutnd pro spravnou prostorovou konfiguraci bunék a jejich
pohyb. Toto presné prostorové usporadani podocytl a jejich vybézkd pravdépodobné
umoznuje korektni funkci Stérbinové membrany (Henderson, Alexander et al. 2009). Mutace
vtomto genu zpUsobuji nefroticky syndrom s histologickym obrazem FSGS, ktery se
manifestuje v mladé dospélosti. Familiarni formy maji autozomalné dominantni dédi¢nost a

oznacuji se jako familidrni FSGS typ 1 (Kaplan, Kim et al. 2000).
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TRPC6

Dalsi gen zodpovédny za rozvoj nefrotického syndromu s obrazem FSGS kéduje kalciovy
kandl (obr 1). Mutace zpUsobuji vyssi aktivaci tohoto kandlu a zvysSeny vstup kalcia do
podocytll. Pfesné vysvétleni, jak miZe mutace vtomto kandlu zplsobit glomerulosklerézu,
neni zatim znamo (Winn, Daskalakis et al. 2006). Onemocnéni je oznacovano jako familiarni
FSGS typ 2. Manifestuje se podobné jako familidrni FSGS typ 1 az v mladé dospélosti (Winn,
Daskalakis et al. 2006; Mukerji, Damodaran et al. 2007).

INF2

Tento gen byl zachycen v kohortach dospélych pacientl s NS. Jeho mutace zpUsobuji dédi¢ny
nefroticky syndrom s obrazem FSGS. Gen kdéduje protein formin. Formin funguje jako
regulacni molekula pfi polymerizaci aktinu v podocytech. NS se u téchto pacientl vétsinou
pIné nerozviji a pacienti maji vétsSinou vyjadfenou mirnou az stfedni proteinurii. K chronické

renalni insuficienci dochdzi az mezi 20. a 50. rokem Zivota (Brown, Schlondorff et al. 2010).

PTPRO

Gen PTPRO kéduje tyrozin fosfatdzu na apikdlni membrané podocytl, kterd kontroluje
paracelurdni transport a remodelaci aktinového cytoskeletu podocytu a fidi fosforylaci
neurinu a ZO1, komponent esencialnich pro funkci filtra¢ni membrany. Mutace v tomto genu
byly nalezeny jako raritni u dvou rodin tureckého plvodu. Zajimavosti je Castecny efekt
imunosupresiv, konkrétné kortikoid( a cyklosporinu u téchto pacientl (Ozaltin, Ibsirlioglu et

al. 2011).

MYO1E

Zatim posledni gen asociovany s nefrotickym syndromem. Kdéduje myosin |, coZz je
s membrdnou asociovany typ myosinu, vyskytujici se v podocytech. Tento gen byl nalezen
jako raritni u 2 rodin, jedné plivodem z Italie a druhé z Turecka. Fenotypické projevy jsou
typické pro kortikorezistentni nefroticky syndrom, biopticky se projevil u popsanych pacientd

obrazem FSGS (Mele, latropoulos et al. 2011).
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Patofyziologie rozvoje hemolyticko-uremického syndromu (HUS)

HUS je popisnym syndromem identifikovany triddou akutniho renalniho selhdni,
trombocytopenie a neimunni hemolytické anémie (Gasser, Gautier et al. 1955).
V soucasnosti se HUS radi spole¢né s trombotickou trombocytopenickou purpupou (TTP)
a HELLP syndromem pod patofyziologicky shrnujici ndazev trombotické mikroangiopatie.
Pticinou klinickych projevu je totiz znacné poskozeni endotelu glomerull, drobnych arteriol a
kapildr. Histologicky jsou léze endotelu shodné u vSech téchto tfi syndromU. Dochdzi k otoku
endotelidlnich bunék, ztraté jejich kryci funkce, vzniku intravaskularnich tromb0 s konzumpci
zna¢ného mnoiZstvi trombocytl a rozvoji anémie z mechanické destrukce erytrocytll a
naruseni jejich morfologie pfi snaze proniknout tromby obturovanymi cévami. HUS je pak
v krevnim obraze charakterizovdn hemolytickou anemii s anisocytézou, schistocyty az
fragmentocyty a trombocytopenii. Pfi HUS je nejvice postizen endotel arteriol a glomerull
ledvin.

Incidence HUS se pohybuje u déti kolem 1-2 pfipadl na 100 000 déti. HUS je nejcCastéjsi
pri¢inou akutniho selhani ledvin vyZadujiciho Ié¢bu dialyzou u kojencl a batolat (0,3-0,4/100
000 déti/rok), ((Noris and Remuzzi 2009). HUS se klinicky déli na takzvany D+HUS a D-HUS.
Tato klasifikace vychazi z popisu priznaku prodromadlniho stadia onemocnéni. Typické formé
D+HUS predchazi kolitida s vyskytem krvavého prijmu (z anglického diarrhoea = D), po které
nasleduji priznaky hemolytické anémie, trombocytopenie a akutniho selhani ledvin. Kromé
téchto primarnich HUS je zndmo sekundarni poskozeni s ptiznaky HUS/TTP asociované
s mnoha bakteridlnimi (pneumokoky) (Copelovitch and Kaplan 2009) ¢i virovymi infekcemi
(Allen and Licht 2010). Projevy HUS muzZu byt téZz nezadoucimi ucinky nékterych Iékl jako
cytostatika mitomycinu C ¢i imunosupresiva cyklosporinu (Zakarija and Bennett 2005). HUS
mUze téz byt paraneoplastickym projevem maligniho tumoru, nejéastéji adenokarcinomu
(Lesesne, Rothschild et al. 1989). V letoSnim roce téZ byla potvrzena spekulovand asociace

HUS s téhotenstvim (Fakhouri, Roumenina et al. 2010).

D+ HUS
Tvori 90% vSech HUS u déti. Vyskytuje se nejcCastéji ve vékové skupiné déti od 3 do 6 let.
Patofyziologicky zpoc¢atku nebylo jasné, co pfimo tuto formu HUS zpUsobuje, obvifiovano

bylo mnoho patogen( a byla nalezena fada asociaci HUS s rliznym bakteridlnimi a hlavné
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virovymi infekcemi. Opravdového vinika — urcité kmeny E. coli - se podafilo odhalit az po
delS$i dobé. Dnes je za puvodce typického HUS povazovana infekce kmeny E. coli
produkujicimi shiga- like toxin (dfive vero-cytotoxin), nejcastéji jde o sérotyp 0157:H7, ale
producentem toxinu jsou i jiné kmeny (napf. nékteré rfazené drive k enteropatogennim E.coli
vyvolavajicim zavainé détské prujmy). Progndza pacientd s D+ HUS je pfizniva a pripady
umrti jsou dnes jiz vzacné (do 5%) (Noris and Remuzzi 2009). Tyto formy nerekuruji a Cetnost
pfechodu do chronického rendlniho selhdni je nizka, i kdyZ existuji pacienti s perzistentnim
rendlnim postizenim i po zna¢ném odstupu od vyvolavajici infekce (Blahova, Janda et al.
2002). Zakladem terapie je zvladnuti akutniho stavu renalniho selhdni, dialyza,

symptomatickd terapie a preklenuti akutni doby nez dojde k obnoveni funkce ledvin.

Atypicky HUS

Atypicky HUS (= aHUS, nebo téz D- HUS) tvofi cca 10% pfripadl déti s HUS. (Noris and
Remuzzi 2009). Nema specificky vék manifestace. Vyskytuje se u novorozenct i dospélych.
Nepredchazi mu vétsSinou prodromalni stddium hemoragické kolitidy (i kdyzZ jeji pfitomnost
nevylucuje aHUS). Ma vétsSinou vyrazné tézsi pribéh s extrarendlnimi komplikacemi a jeho
dlouhodoba progndza je také vyznamné horsi. Az u 90 % déti prvni ataka D-HUS vede k
rezidudlnimu poskozeni ledvin a az u 50% progreduje postizeni do obrazu chronické rendlni
insuficience a terminalniho selhani ledvin, které vyZaduje dlouhodobou |é¢bu dialyzou nebo
jinou elimina¢ni metodou. Navic 25% pripadl atypického D-HUS kondi fatalné jiz pfi prvni
atace (Caprioli, Noris et al. 2006). Nékteré formy D- HUS casto rekuruji a to bohuzel i po
transplantaci ledviny (Loirat and Fremeaux-Bacchi 2008; Noris and Remuzzi 2009; Noris and
Remuzzi 2010).

Jiz od sedmdesatych let se tusilo, Ze atypicky HUS je vyvolan aktivaci alternativni cesty
komplementu. Konzumpce C3 slozky komplementu a normalini hladiny C4 slozky v séru
pacientd s aHUS pro to jasné svédcily (Cameron and Vick 1973). TéZ histologické nalezy
v ledvinach pacientd s aHUS prokazovaly lokalni aktivaci komplementu aZz k jeho lytické
sloZce (depozice C3 v arterioldch a glomerulech a zvySené mnozstvi findlni lytické slozky C5b-
9 v mistech intravaskularnich tromba) (Stuhlinger, Kourilsky et al. 1974; Barre, Kaplan et al.

1977).

23

——
| —



Presné dlkazy, proc je alternativni slozka komplementu takto neregulovatelné stimulovdna,
se objevily az v devadesatych letech diky rozvoji metod molekularni genetiky. S ni pfisel
pfimo skokovy narUst objevl na poli atypického HUS. Do soucasnosti bylo identifikovano 6
genu, jejichz mutace jsou zodpovédné za familidrni a sporadické formy atypického HUS.
Prvnim objevenym mutovanym genem asociovanym saHUS byl gen pro reguldtor
komplementu faktor H (Warwicker, Goodship et al. 1998). UpIny nedostatek ¢i funkéni
porucha tohoto proteinu vede k nekontrolované aktivaci alternativni cesty komplementu.
V rychlém sledu nésledovaly objevy dalSich asociovanych gen(. V soucasné dobé je znamo
Sest genu, jejichz zmény jsou zodpovédné za vznik aHUS (mutace v genech pro faktor H,
faktor |, faktor B, MCP/CD46, C3 a thrombomodulin — shrnuti v tabulce 1). Mutace ve vsech
téchto genech vedou k nekontrolovatelné aktivaci alternativni cesty komplementu pres C3
konvertazu k C5 konvertaze. C5 konvertaza pak aktivuje pozdni slozku komplementu az
k termindlnimu lytickému komplexu, ktery destruuje nechranény endotel. ObnaZend
subendotelidlni matrix pak aktivuje koagulaci a dochazi ke vzniku intravaskuldrnich trombu.
Jednotlivé formy aHUS se od sebe znacéné lisi svym prlibéhem. Mutace v nékterych genech
zpUsobuji velmi zavainé vrozené formy HUS s velmi Spatnou progndzou (geny pro faktor H,
faktor B, C3), jiné mutace, napf. vgenu MCP, maji lepSi progndézou s mensim rizikem
chronického selhani ledvin a s minimem relapsli po transplantaci ledviny (Loirat and
Fremeaux-Bacchi 2008; Noris and Remuzzi 2009; Noris and Remuzzi 2010).

V soucasnosti diagnostika stoji na molekularné genetickém vysetreni pfimym sekvenovanim
vsech genl asociovanych s aHUS, peclivé funkéni analyze nalezenych mutaci a
komplementové analyze (Roumenina, Loirat et al. 2011). Je zndmo, Ze existuji pacienti, ktefi
maji mutaci ve vice nez jednom genu (tzv. oligogenni etiologie, kdy jsou postizeny dva a
nékdy i tfi s nemoci asociované geny) a tudiz ndlez mutace v jednom genu neni divodem
ukonéenim hledani mutaci v ostatnich genech (Esparza-Gordillo, Jorge et al. 2006).
V soucasné dobé se dafi prokazat genetickou anomadlii v asociovanych genech az u 70 %
pacientd. Vétsina mutaci je heterozygotnich a penetrance se zda byt relativné nizka, kolem
50 % (Le Quintrec, Roumenina et al. 2010). Casto se najde mutace u jednoho z rodi¢d ¢i
sourozence, ktery je kompletné zdravy. Tato nizkd penetrance nemoci ji vyClenuje ze
standardniho konceptu monogenni choroby. Zda se, Ze mutace je pouze predisponujicim
faktorem a ke spusténi nemoci je nutny dalsi faktor pravdépodobné geneticky ¢i z vnéjsiho

prostredi.
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Protein zkratka Zastoupeni u | progrese do CHRI | relaps po Tx ledviny funkéni zména skriningové vysetieni
genu aHUS
Faktor H CFH 20-30% 70-80% 90% deficit proteinu ¢i hladina faktoru H v séru u mutaci
nespravna interakce Typ |
s endotelem a
aktivovanym C3 a
snizenad inhibi¢ni
kapacita
Faktor | CFI 4-10% 60-70% 80% snizena hladina faktoru | hladina faktoru | v séru
MCP/CD46 McCP 10-15% 5-10% 15-20% nepfitomnost CD46 na vySetieni leukocytll znacenych
povrchu bunék endtoelu CD46 protilatkou pomoci
pratokové cytometrie
Faktor B CFB 1-2% 70% ? zvy$ena aktivita C3 -
konvertazy
C3 komplement c3 5-10% 60% 50-60% rezistence k inhibici Ci -
tvorba hyperaktivni C3
konvertazy
thrombomodulin THBD 5% 60% ? snizeni inhibiéni funkce
trombomodulinu
faktor H related CFHR1-4 6% 30% vznik inhibi¢nich vySetieni protilatek proti faktoru H

protein 1-4
polymorfismy

protilatek proti faktoru H
u geneticky
predisponovanych
jedincl

Tabulka 1 — prehled gend u atypického HUS Dle: (Warwicker, Goodship et al. 1998, Richards, Kemp et al. 2003; Fremeaux-Bacchi, Dragon-Durey

et al. 2004; Goicoechea de Jorge, Harris et al. 2007; Fremeaux-Bacchi, Miller et al. 2008; Delvaeye, Noris et al. 2009; Noris and Remuzzi 2009)




VI. HYPOTEZA

V Ceské populaci stejné jako v populaci jinych etnik predpokladame vyskyt détskych pacientt
s genetickymi formami nefrotického syndromu a atypického HUS.

PFesnd data o vyskytu SRNS v CR nejsou zndma, stejné jako fenotypické projevy jednotlivych
mutaci, zvlasté reakce na rlizna imunosupresiva. Jelikoz veSkeré mutace zplsobujici SRNS
plUsobi na drovni strukturnich proteinl, predpoklada se, Ze imunosupresni lécba u téchto
pacientl je 100% neucinnd. Existuji ovSem raritni popisy pfipadd pacientl, u kterych doslo
k ¢aste€né Ci Uplné remisi onemocnéni po poddavani nékterych imunosupresiv. Tito pacienti
by mohli byt odhaleni i v nasi skupiné a jejich detailni charakteristika by mohla nasmérovat
patrani po medikamentech pfimo ovliviiujicich funkci glomeruldrniho filtru.

U atypického HUS, jako extrémné vzdcného onemocnéni, predpokladdme raritni vyskyt
mutaci v genech pro proteiny a reguldtory alternativni cesty komplementu v CR. Zaméfili
jsme se tedy hlavné na retrospektivni analyzy pacientd s familiarnim vyskytem, kde je
geneticky podklad vyznamné pravdépodobnéjsi.

Celkovym cilem je téz identifikovat specifické fenotypy a genotypy téchto vzacnych
onemocnéni pro CR a stanovit, zda vyskyt a patofyziologie téchto chorob je shodnd
s evropskou populaci, ¢i zda existuji jista specifika ¢eské populace v ramci SRNS ¢i aHUS, jako

je tomu napf. v populaci finské.
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VII. CIiLE

1) Zjistit zastoupeni geneticky podminénych kortikorezistentnich forem v populaci ¢eskych
déti s nefrotickym syndromem.

2) Ur¢it ¢etnost mutaci v genech NPHS2, NPHS1 a WT.1

3) Stanovit, jestli je doposud uzndvana teorie o naprosté rezistenci k standardnim
imunosupresivim pravdiva v naSem souboru pacientd.

4) U pacientd sgeneticky prokdzanym NS stanovit individudlni fenotyp a popsat
patofyziologii vzniku a progrese naruseni filtra¢ni membrdany ledvin.

5) U pacientl s pfiznaky familiarniho atypického HUS s manifestaci v détském véku vysetrit

nejcastéji mutované geny CFH, CFI,MCP, C3 a urcit funkéni vyznamnost nalezenych mutaci.
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VIIl. METODY

Vytvoreni kohorty pacientt s kortikorezistentnim NS

Nefroticky syndrom je zdvainy klinicky soubor pfiznakQl a u déti si vyzada hospitalizaci.
V priibéhu 5 let jsme zachytili véechny prvné manifestované pacienty z izemi CR ve véku 0-
18 let s priznaky kortikorezistentniho nefrotického syndromu.

Diagnostika nefrotického syndromu je pro nds soubor laboratorné definovana jako
pfitomnost nefrotické proteinurie nad 1g/24 hod/1,73 m? a hypoalbuminemie pod 25g/!I.
Kortikorezistence je pro nas soubor definovdna jako primarni rezistence k standardnimu
protokolu Iécby idiopatického nefrotického syndromu dle APN protokolu - tj. nenavozeni
remise po podavani 60mg/m? kortikoid(i po dobu 6 tydnt (Ehrich and Brodehl 1993; Hodson
and Alexander 2008).

Fenotypickd data byla shromazdéna pomoci dotazniku vyplnéného oSetfujicimi lékafti
pacienta. U vSech pacientl s kortikorezistentnim nefrotickym syndromem se rutinné provadi

biopsie ledviny.

Molekularné genetické vysetfeni geni NPHS1, NPHS2, WT1 u pacientd se
SRNS

Molekularné genetické vysetreni bylo provedeno pfimym sekvenovanim gend Sangerovou
dideoxynukleotidovou metodou ve vsech kddujicich Gsecich a exon/intronovych pfechodech
zkoumanych genti NPHS1 a NPHS2 a v exonech 8,9 genu WTI1.

DNA byla izolovéna z 2,5 -10 ml nesrazlivé krve (EDTA ¢i heparin) pomoci vysolovani (Miller,
Dykes et al. 1988).

Useky vy$etfovanych genl byly amplifikovany pomoci PCR se specifickymi primery: pro gen
NPHS2 byly pouZzity vlastni primery navriené za asistence programu Primer3 (Rozen and
Skaletsky 2000). K sekvenovani exond 8 a 9 genu WTI1 byly pouZity upravené primery
navrzené podle dfive publikovanych primer( (Ruf, Schultheiss et al. 2004), stejné jako u genu
NPHS1 (Lenkkeri, Mannikko et al. 1999).

K amplifikaci jsme pouZili Taqg PCR Core Kit (Qiagen, Hilden, Spolkova republika Némecko).

Ve smési jsme pouzivali pridavek Q-roztoku pro zajisténi lepsi amplifikace sloZitych Usekd
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bohatych na GC. Poutzili jsme Coral Buffer dodavany s kitem, umoziujici pfimé nandaseni
produktu pro kontrolu na agarozovém gelu.

Program pro automaticky cycler amplifikaci PCR byl pouzit stejny pro vSechny Useky gen:

Iniciadlni denaturace 96°C, 5 minut

A

Denaturace 95°C, 30 sekund

14x

Anealing (SniZzovani teploty o0 0,5°C na cyklus z 63°C na 56°C), 30 sekund

Elongace 72°C, 30 sekund

Denaturace 95°C, 30 sekund < |
20x

Anealing 56°C, 30 sekund

Elongace 72°C, 30 sekund
Ukoncovaci elongace 72°C, 5 minut

Zchlazeni na 4°C

Vizualizace a kontrola produktl amplifikace byla provedena elektroforézou na standardnim
1% agarozovém gelu. K vizualizaci DNA bylo pouZito barvivo GelRed (Biotium, Hayward,
USA). Snimky gell byly pofizeny digitdlnim fotoaparatem na UV transluminatoru pfti vinové
délce 312 nm.

PCR produkty byly precistény automatizovanym systémem vyuZivajici magnetické partikule
AmPure (Agencourt Bioscience Corporation, Beckman Coulter Company , Beverly, USA)
pomoci robotu Biomek 3000 (Beckman Coulter Company , Beverly, USA).

Sekvenovani probihalo pomoci primer(i pouzitych pti PCR amplifikaci pomoci komeréniho
kitu BigDye 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Program pro nastaveni
automatického cycleru pro reakci dle doporuceni vyrobce. K precisténi sekvencnich produktt
byl pouZit automatizovany systém vyuZivajici magnetické partikule CleanSEQ na stroji
Biomek (Agencourt Bioscience Corporation, Beckman Coulter Company , Beverly, USA).

Cteni produktd sekvenace bylo provedeno na automatickém kapilarnim sekvenatoru Applied
Biosystems ABi 3130x Cteni elektroforeogramil a hledani mutaci bylo provadéno pomoci

software Mutation Surveyor 3.1 (SoftGenetics, LLC State College, USA).
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NPHS2 (podocin), 5-3 sekvence primer(
Podocin exon 1F gtccacagctccaccaagac
Podocin exon 1R ttgctcaccatagcaggttg
Podocin exon 2 F AGTTGTGCCAACTCCAATACC
Podocin exon 2 R GCAGATGAACGAGACATAGCC
Podocin exon 3 F TTATGCCAAGGCCTTTTGAAGAC
Podocin exon 3R | CCATATTACAAATCTGCATGGGMTG
Podocin exon 4F | GAAAAGTAATGTAGTGTGCAACCTG

Podocin exon 4R CGGTAGGTAGACCATGGAAA
Podocin exon 5F TGCGGAGAAAATTCACTTTG
Podocin exon 5R AGGGATGGAACTGGCCATAG
Podocin exon 7F GACAGCAGTAGAGAGGCTTGC
Podocin exon 7R CTTCTGCCCAGTGCCTAATG
Podocin exon 8F CTGTCTCCCCAGCTCAAGA

Podocin exon 8R CAGGGAATGAGGACAGAGTG

WT1, 5-3 sekvence primerf(

Wtl exon 8 F agctccagegaagtgectta
Wt1 exon 8R cctagcccaagggaacacag
Wt1 exon 9F cctcactgtgcccacattgt

W11 exon 9R tccctctcatcacaatttcatte

Tabulka 2 — primery pro amplifikaci a sekvenaci geni NPHS2 a WT1

Vysetieni genli MCP, CFl, CFH, C3 u retrospektivné zjiSténych pacienti s aHUS

Vysetfeno bylo celkem 10 retrospektivné vybranych pacientl s ptiznaky atypického HUS
manifestovaného v détstvi, kde byla vyloucena dédi¢nd trombotickd trombocytopenicka
purpura a autoimunitni HUS. DNA byla extrahovana z leukocytl periferni krve. Jednotlivé
exony genl byly amplifikovany intronickymi primery. Pro geny CFl a CFH byly pouzity
publikované primery (Richards, Buddles et al. 2001; Fremeaux-Bacchi, Moulton et al. 2006).
Geny MCP a C3 byly amplifikovany vlastnimi primery (detailni tabulka vSech 104 primer(
v nasi publikaci (Provaznikova, Rittich et al. 2012)). Stejné primery byly uZity pro sekvenacni
reakci. Geny MCP,CFl,CFH byly sekvenovany pomoci komeréniho kitu DTCS Quick Start Kit
(Beckman Coulter Company , Beverly, USA). Cteni produktl sekvence bylo provedeno na

automatickém kapildrnim sekvendtoru CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter
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Company, Beverly, USA). Pro sekvenovani C3 genu byl pouzZit sekvencni kit BigDye 3.1
(Applied Biosystems,Foster City, USA). Program pro nastaveni automatického cycleru pro
reakci dle doporuceni vyrobce. K precisténi sekvencnich produktd byl pouzit automatizovany
systém vyuZivajici magnetické partikule CleanSEQ na stroji Biomek (Agencourt Bioscience
Corporation, Beckman Coulter Company , Beverly, USA). Cteni produktd sekvenace bylo
provedeno na automatickém kapildrnim sekvenatoru Applied Biosystems ABi 3130x Cteni
elektroforeogram( a hledani mutaci bylo provddéno pomoci software Mutation Surveyor 3.1

(SoftGenetics, LLC State College, USA).

Funkcni studie mutaci v MCP genu

Funkéni analyza mutaci v MCP byla provedena sledovanim exprese produktu MCP genu,
molekuly CD46 na granulocytech periferni krve nosici mutace pomoci pritokové cytometrie
(FACSCanto, BD Biosciences, San Jose, USA). 100 ul plné krve bylo inkubovdno ve tmé pfi
pokojové teploté na 15 minut s 20 pl protilatky CD46-FITC (clone E4.3, BD Biosciences, San
Jose, USA). Cervené krvinky byly lysovany chloridem amonnym. Jako isotyp byla pouZita FITC

konjugovanda mysi protilatka 1gG1.
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IX. VYSLEDKY

Cil 1 — Incidence SRNS u déti v CR

V obdobi od fijna 2007 do bfezna 2012 jsme identifikovali 32 détskych pacient( s pfiznaky
kortikorezistentniho nefrotického syndromu. 10 pacientd bylo zachyceno ve fakultni
nemocnici v Motole, 22 bylo zaslano lékafi z jinych ¢eskych pracovist.

Roéni incidence steroidrezistetniho nefrotického syndromu pro Ceskou republiku je tedy 3,7
pacientd na 1 milion déti za rok. Genetickou pri¢inu onemocnéni jsme nasli u celkem sedmi
déti, tedy 22%.

Retrospektivné jsme z Udajli o détskych pacientech mezi lety 2000-2007 identifikovali dalSich
9 pacientl nesoucich mutaci vgenech WT1 ¢&i NPHS2 zpUsobujici kortikorezistentni

nefroticky syndrom.

Cil 2 — Zastoupeni jednotlivych mutaci u déti se SRNS v CR

V kohorté détskych pacientd zCR jsme identifikovali jako pfi¢inu onemocnéni
kortikorezistentnim nefrotickym syndromem mutaci v genech NPHS2 ¢i WT1 celkem u sedmi
déti (22%). Procentudlni zastoupeni jednotlivych mutovanych genu shrnuje obrazek 2.
Mutace vgenu NPHS2 byla nalezena u 4 pacientd (13%). Dva pacienti méli zndmou
homozygotni mutaci R138Q. Dalsi pacientka byla sloZzenym heterozygotem pro znamou a
dosud nepopsanou stop codon read-through mutaci X384Q. U ¢tvrtého pacienta jsme nalezli
neznamou heterozygotni mutaci A318T kombinovanou s polymorfismem R229Q.
Polymorfismus R229Q v heterozygotnim stavu byl pfitomen u dalSich dvou pacientll bez
mutace.

Neznamou heterozygotni mutaci v genu WT1 jsme nalezli u dvojcat s projevy kongenitalniho
kortikorezsitentniho nefrotického syndromu.

Pacient identifikovany zpocatku klinicky jako idiopaticky nefroticky syndrom wvyvinul
v pribéhu nemoci priznaky spojované se Schimkeho imunoosedlni dysplazii. Molekularni
analyza v zahranici u néj prokazala kauzalni mutaci v genu SMARCALI.

V genu NPHS1 jsme nenalezli mutaci u Zadného z vySetrfovanych déti.
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Obrdzek 2 - Graf shrnujici procentudlni vyskyt mutaci v kohorté déti se SRNS

Cil 3 - Odpovéd pacientti se SRNS na Iécbu dalSimi imunosupresivy

Viichni pacienti se SRNS byli inicidlné Ié¢eni kortikoidy dle protokolu APN. Zadny z pacient(
nedosahl kompletni remise onemocnéni pfi standardni kortikoidni terapii.

U nékterych pacientll byla podavana dalsi imunosupresni terapie, nejc¢astéji cyklosporin A
(CSA, u sedmi déti) nasledovany cyklofosfamidem (CF, u tfech déti) a mykofenoldatem (MMF,
dvé déti). Pouze anekdoticky, v jediném pripadé byly pouzité jiné imunosupresivni léky -
monoklondlni protilatka proti CD20 lymfocytiim rituximab (RTX).

Parcidlni remise onemocnéni nastala nejcastéji po cyklosporinu (celkem osm ze vSech 32
pacientd se SRNS, 25%), nasledované mykofenolatem u dvou pacientd. U dvou pacientt bylo
dosaZeno ¢asteéné remise onemocnéni pfi prodlouzeném poddavani kortikoid(. Uplné remise
onemocnéni nebylo dosazeno pfi pouziti Zadného imunosupresiva. Ve skupiné sedmi
pacientd s mutacemi byli tfi pacienti (43%), ktefi dosdhli imunosupresivni [écbou
cyklosporinem ¢astecné remise. Prvniho popsaného pacienta s timto fenotypem (Pacient 5)
v nasem souboru jsme publikovali jako prvni skupina na svété (Malina, Cinek et al. 2009). Ve
skupiné 25 pacient bez mutaci bylo 5 pacientd (20%, statisticky nesignifikantni rozdil oproti
pacientidm s mutacemi) s ¢aste¢nou remisi po cyklosporinu nebo mykofenolatu.

Souhrn dat o pacientech, Udaje o histologickych nalezech a lécbé jsou uvedena v tabulce 3.
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Pacient | Pohlavi | Biopsie Genotyp Dalsi Iécba | Parcidlni remise
1 M MCD -
2 7 FSGS -
3 7 DMS -
4 M N/A -
5 M MCD NPHS2: R138Q/Q CSA
6 7 N/A -
7 7 FSGS -
8 M N/A -
9 M MCD - CSA,CF,M CSA,MMF,
10 7 MCD - - -
11 Ml FSGS - CSA
12 M MCD - - -
13 7 FSGS - CSA CSA
14 7 FSGS - CF -
15 M FSGS - - -
16 M MCD - - -
17 7 N/A -
18 7 N/A -
19 y4 DMS WT1: R366R/P - -
20 Z DMS WT1: R366R/P - -
21 7 N/A NPHS2: R229R/Q
22 M MCD - CSA CSA
23 7 N/A - CSA (kortikoidy)
24 yA MCD | NPHS2: R138R/Q, X384X/Q CSA CSA
25 M N/A - - -
26 y4 FSGS NPHS2: R138Q/Q CSA -
27 7 MCD -
28 7 FSGS -
29 7 N/A -
30 M N/A - MMF, CSA
31 M FSGS | NPHS2: A318A/T, R229R/Q | CF,CSA CSA
32 M FSGS NPHS2: R229R/Q

Tabulka 3- Souhrn genotypickych a fenotypickych informaci o pacientech se SRNS

Pacienti nesouci mutace oznaceni Sedym proloZzenim a tuénym pismem.

M- muz,

glomeruloskeroza,CSA — cyklosporin, MMF- mykofenolat mofetil, CF — cyklofosfamid, RTX —

Z- iena,

MCD- minimdlni zmény glomeruld,

rituximab. N/A nebylo provedeno ¢i nelplna data

FSGS- fokdlné segmentalni
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Cil 4 - Detailni fenotypicka charakteristika pacientti nesoucich mutace

Pacient 5

Nyni osmilety pacient s nefrotickym syndromem, prvné manifestovany izolovanou
proteinurii v 18 mésicich véku po atace akutni laryngitidy. Inicidlni IéCba kortikoidy byla
neucinna a do terapie byl nasazen cyklosporin A. V biopsii ledviny byl nalezen pouze obraz
minimalnich zmén glomerul. Molekuldarné genetické vysetreni zjistilo znamou homozygotni
mutaci R138Q v genu NPHS2 pro podocin. Pacient po nasazeni cyklosporinu A dosahl
parcialni remise onemocnéni a do soucasnosti ma zachovanou normalni glomerularni funkci
ledvin. Kompletni kasuistika pacienta je rozvedena v ¢lanku v pfilohach (Malina, Cinek et al.

2009). Pribéh onemocnéni pacienta a efekt [é€by cyklosporinem je uveden na obrazku 3.
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Obrazek 3- Efekt cyklosporinu na dosaZeni parcidlni remise u Pacienta 5
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Pacientky 19 a 20

Pacientky 19 a 20 byla dvoj¢ata s kongenitalni prezentaci nefrotického syndromu na
podkladé heterozygotni mutace R366P v genu WT1. Tato mutace nebyla dosud popsana, ale
ve stejném misté byly nalezeny mutace nahrazujici wild type aminokyselinu jinou
aminokyselinou neZ v naSem pripadé (R366C, R366H, R366L) (Pelletier, Bruening et al. 1991;
Tsuda, Sakiyama et al. 1996; Jeanpierre, Denamur et al. 1998). Mutace leZi v oblasti kédujici
druhy zinkovy prst WT1 molekuly v misté, kde pfimo interaguje s DNA (viz obrazek 4).
Klinicky prabéh u obou dvojcat byl velmi nepfiznivi a dvojcata zemrela ve véku 23 a 13
mésicl. Tento pfipad byl jednim z nékolika malo popsanych vzacnych pripad( dvojcat s WT1
mutaci (Dharnidharka, Ruteshouser et al. 2001; Furtado, Pysher et al. 2011) a kongenitalnim
nefrotickym syndromem a byl ndmi publikovan (Fencl, Malina et al. 2012). Detaily kasuistiky
jsou rozvedeny v ¢lanku v pfilohach (Fencl, Malina et al. 2012). Model &asti krystalu WT1
proteinu s vyznadenou mutaci je uveden na obrazku ¢. 4 (model z databaze proteinovych
struktur PDB.org, kvizualizaci pouzit program PyMOL (PyMOL Molecular Graphics
System,USA))

Obrazek 4 - Model 2. zinkového prstu WT1 proteinu (zelené), v interakci s DNA (fialovd a

modrd). Mutace R366P vyznacena Cervené

Pacientka 24
Pacientka méla prvni proteinurii zachycenou v jednom roce Zivota, postupné proteinurie

progredovala az do nefrotické drovné (nad 1g/m?%/24 hodin). Nasazeni kortikoid( v klasickém
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schématu mélo paradoxni reakci a proteinurie signifikantné vzrostla. Pacientka po stanoveni
kortikorezistence byla pfevedena na cyklosporin. Po cyklosporinu doslo k parcidlni remisi NS
s poklesem proteinurie pod 500 mg/m?%/24 hod. Renalni funkce zdstavaji pIné zachované.

V biopsii ledvin byly nalezeny pouze minimalni zmény glomeruld, v elektronmikroskopickém
obraze byla fuze pedicel.

U pacientky jsme nalezli heterozygotni mutaci v NPHS2 R138Q v kombinaci s neznamou a
nezvyklou stop codon read-through mutaci X384Q. Tato mutace vytvati velmi nezvyklou
situaci. Misto zafazeni stop kodonu a ukonéeni syntézy proteinu dochazi k prodlouzeni

syntézy o dal$i aminokyseliny.

Pacientka 26

Pacientce je v soucasné dobé 10 let, rozvoj nefrotického syndromu u ni zacal od dvou let
véku. Nereagovala na lé¢bu kortikoidy a cyklosporinem. Biopsie ledviny ukdzala obraz FSGS.
Molekuldrné genetické vysetfeni prokazalo u této pacientky homozygotni znamou mutaci
R138Q v genu NPHS2 pro podocin. V 9 letech dosahla konecné faze renalni insuficience a
byla zahajena nejprve hemodialyza a poté peritonedlni dialyza. Pacientka byla zafazena na
Cekaci listinu k transplantaci ledviny. V 10 letech byla Uspésné transplantovana ledvinou od

zemrelého darce. V transplantované ledviné nedoslo k rekurenci FSGS a zachovava si dobrou

funkci

Pacient 31

Nyni desetilety chlapec prvné manifestoval nefroticky syndrom ve tfech letech véku po
infekci virem chfipky A. Po zahdjeni standardni kury prednisonem se u néj vyskytlo paradoxni
zhorseni proteinurie a kortikoidy musely byt vysazeny. Lécba cyklofosfamidem byla téz bez
efektu. Po nasazeni cyklosporinu A ve 4 letech doSlo u pacienta k ¢astecné remisi
onemocnéni, kdy nefroticka proteinurie se snizila na 500 mg/m?/24 hod. Prvni biopsie ledvin
byla nekonkluzivni, aZz v druhé biopsii byly prokazdny zmény svédcici pro FSGS. Pacient si
udrzuje normalni glomerularni filtraci i v soucasnosti.

Molekularné genetické vysetrfeni u pacienta prokazalo neznamou heterozygotni mutaci genu

NPHS2 A318T v kombinaci s nosi¢stvim patogenniho polymorfismu R229R/Q.
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Cil 5 - Vysledek analyzy genti u pacientl s familiarnim atypickym HUS

V retrospektivnim souboru 10 pacientd s familidrnim atypickym HUS jsme nalezli celkem 4
pacienty s mutacemi vgenu MCP (40%). Schematické zobraceni MCP/CD46 molekuly
svyznacenymi mutacemi je na obrazku 5. VSechny ndmi objevené mutace byly

heterozygotni. V rodinach jsme nasli nosice mutaci bez priznakli onemocnéni.

transmembrane

NH, -4 ccP1 H ccP2H ccP3 H ccPaH STP H U COOH

F1 1

(MI1K) YI117X G135D
T3831

Obrazek 5 — Schematické zobrazeni CD46 molekuly s vyznacenymi mutacemi (Provaznikova,

Rittich et al. 2012)

Funkéni analyza pomoci sledovani exprese produktu MCP genu, molekuly CD46 na povrchu
granulocytl periferni krve nosi¢t prokdazala vyznamné snizenou expresi této molekuly u
vSech ¢tyf mutaci. (Obrazek 6). Vysledky byly publikovany — detaily v ¢ldnku v ptilohach

(Provaznikova, Rittich et al. 2012).
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MCP expression
. normal range
patient | on granulocytes (cMFI)
(cMF1)
I-C300 4.1
l-H266
62 7.1-15.9
i-H301 5.0
IV-H281 4.7
patient [lI-H266 patient l1I-H301
€ healthy = healthy
3 donor 3 donor
] O
isotypic isotypic
control control
CD46 FITC-A CD46 FITC-A
patient IV-H281 patient 11-C300
= healthy z healthy
3 donor 3 donor
O O

isotypic
control

CD46 FITC-A

isotypic
control

CD46 FITC-A

Obrazek 6 — Vysledky pritokové cytometrie u 4 nosicu riiznych nami zjisténych mutaci
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X. DISKUZE

V souboru pacient( s kortikorezistentnim nefrotickym syndromem ve véku 0-18 let z CR jsme
nalezli pacienty nesouci mutace v genech NPHS2 a WT1. Nami zjisténa incidence 3,7 pripadl
na milion déti odpovida ndleziim v kohortach evropskych nefinskych populaci. Incidence
v téchto kohortach NS celkové se pohybuje kolem 3-7 pacientl na 100 tisic déti, kdy
kortikorezistentnich pripadl je mezi 10-15% (Ruf, Lichtenberger et al. 2004; Sako, Nakanishi
et al. 2005; Yu, Ding et al. 2005; Hinkes, Mucha et al. 2007; Cho, Lee et al. 2008).
Nepfitomnost mutaci vgenu NPHSI nam potvrdila predpoklad, Ze tento gen, ktery
zpUsobuje vétsSinu pripadl kongenitdlniho nefrotického syndromu ve Finsku, bude u nas
vzacny. Sice dvé recentni prace na velkych kohortach uvadi mutace v NPHS1 jako mozZnou a
ne Uplné raritni pfi¢inu sporadického a familiarniho NS manifestovaného v détstvi ¢i dokonce
v dospélosti (Philippe, Nevo et al. 2008; Santin, Garcia-Maset et al. 2009), ale dle naSich
vysledk(l jsou mutace v NPHS1 v CR raritni a v naSem souboru nebyl zachycen ani jeden
pacient.

Zajimavym ndlezem byla mutace v genu pro Schimkeho imuno-osedlni dysplazii. Pacient
nesouci tuto mutaci byl klinicky zachycen velmi brzy, jesté dfive neZz rozvinul dalsi
signifikantni zmény typické pro tento syndrom a byl veden jako idiopaticky NS,
pravdépodobné geneticky. Tento pacient je pfikladem, Ze pacienty s negativnimi genetickymi
nalezy je dobré dlouhodobé sledovat, vzhledem k moznosti rozvinuti dalSich priznak(, které
mohou nasmérovat genetickou diagndzu spravnym smérem.

Nejcastéji mutovany gen vnaSem souboru byl NPHS2 kdédujici podocin (celkem 13%
pacientd). V nasem souboru jsme nalezli pacienty nesouci zndmé a dobre popsané klasické
mutace jako missense mutaci R138Q (Boute, Gribouval et al. 2000). Pacientka 26 je
modelovou ukazkou pacienta stouto mutaci. Manifestovala se v nejéastéji popisovaném
véku, byla primarné kortikorezistentni a nereagovala ani na jind imunosupresiva. Jeji
choroba progredovala az do stavu chronického selhani ledvin v détském véku. Po
transplantaci u ni nedoslo k relapsu NS. Toto je v souhlasu s popisovanymi priznaky pacientt
s mutacemi v podocinovém genu zvelkych kohort. Tato mutace na proteinové Urovni
zabranuje vystupu podocinu z endoplasmatického retikula (Jaffer, Ahmed et al. 2011).
Podocin poté nemuze spravné interagovat s nefrinem — navadét ho do tzv. lipidovych raftd,

kde nefrin poté vinterakci s dalSimi proteiny vytvaii hlavni slozku Stérbinové membrany
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mezi podocyty (Huber, Simons et al. 2003). Mutace v podocinu, tedy vedou k podobné
poruse jako je tomu u mutaci v NPHS1 genu, ktery kéduje nefrin i kdyZz nemaji tak ¢asnou a
zavaznou prezentaci.

Dle nejrecentnéjSich teorii (Tojo and Kinugasa 2012) se vétSina mutaci stykd na urovni
Stérbinové membrany, kde dochazi k nékolika mozinym porucham vedoucim k ztraté
selektivity filtru a vzniku proteinurie (shrnuto na obrazcich 7 a 8). Geneticky ¢i jiny inzult
vede knaruSeni Stérbinové membrany a vzniku tzv. effacementu - tésnému priblizeni
membran vybézkd podocytl k sobé az jejich splynuti. Tento jev lze pozorovat na Urovni
elektronového mikroskopu a je typicky pro MCD.

Paradoxné pfiblizeni az splynuti membran vede k ztraté selektivity a vy3si propustnosti. Na
obrazku 8 jsou poté shrnuty tfi teorie, jak dochdazi k zvySenému Uniku albuminu a eventuelné
dalSich bilkovin. Po naruseni Stérbinové membrdny dojde ke vzniku mezery a proteiny
prochazeji timto mistem mezi podocyty (A), eventuelné vyuZivaji mist, kde doslo
ke kompletni destrukci vybézku podocytu (B). Nejzajimavéjsi je ovSem teorie prokazanid i
experimentalné, kterd vysvétluje i zvySenou proteinurii v pfipadé, kdy nedojde ktak
drastickym zméndm a volné misto, kde byva Stérbinovda membrana je uzavieno splynutymi
vybézky podocytli (C). Podle ni mizZe dochazet k patologickému transportu bilkovin skrz
cytosol podocytu na bazi prenosu diky neregulovanému receptoru (Tojo, Onozato et al.
2008).

Vedle pacient(l s klasickymi dobfe popsanymi mutacemi a modelovym postupem choroby
jsme nalezli pacienty s naprosto novymi, dosud nepopsanymi mutacemi v NPHS2 genu.
Pacientka 24 ma vedle heterozygotni mutace R138Q velmi zvlastni mutaci typu stop kodon
read-through, kterd misto stop kodonu indukuje kodon kddujici aminokyselinu. Dochazi tedy
pravdépodobné k prodlouzZeni délky proteinu. Jak toto prodlouzeni ovlivni vazbu podocinu
na dalsi slozky Stérbinové membrany neni dosud znamo. Pfedpokladdame, Ze je moiné, ze
zvétSeni proteinu neumozni jeho vystup z endoplasmatického retikula a tudiz bude tato
mutace mit podobny efekt jako jiné popsané mutace — ztratu spravné interakce s nefrinem
v lipidovych raftech. U jinych popsanych genetickych chorob, mivaji pacienti s read-through
mutacemi mirnéjsi fenotyp onemocnéni oproti mutacim proteiny zkracujici ¢&i ménici jejich
prostorové usporadani (Zirn, Wittmann et al. 2005).

Kortikoidy u této pacientky mély presné opacny efekt a proteinurii zhorSovaly. Po prevodu

na cyklosporin pacientka dosahla parcialni remise, kterd pretrvava a rendlni funkce je
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stabilni. Tento paradoxni efekt zhorSeni stavu po kortikoidech jsme nalezli i u pacienta 31
s kombinaci polymorfismu R229Q a heterozygotni mutace v podocinu. U obou téchto
pacientl se pravdépodobné jedna o pfimy negativni efekt kortikoidd na filtracni membranu
a ne o imunologicky podminénou reakci. Pacient 31 téZ zareagoval parcidlni remisi po
prevedeni na cyklosporin. Oba dva tyto ndlezy svédd¢i pro primy efekt pravdépodobné na
Urovni podocytu.

Tato reakce na cyklosporin je nezvykla a nejde pfilis vylozit standardnim imunologickym
ucinkem cyklosporinu na kalcineurinovou signalizaci vT lymfocytech (NFAT). Z celého
souboru pacientll se SRNS, nejzajimavéjSim fenotypickym nalezem v této souvislosti je
pacient se stejnou genetickou mutaci jako nesla pacientka 26 (homozygotni mutace R138Q),
ktery vyvinul parcialni remisi NS po cyklosporinu. Toto zjisténi bylo zpocatku brano jako
rarita a nami publikovany pfipad byl vibec prvnim detailné zdokumentovanym pripadem
parcialni remise u pacienta s geneticky podminénym NS na svété (Malina, Cinek et al. 2009).
Po nasem sdéleni o tomto pacientovi se objevilo nékolik dalSich publikovanych pripadt
(shrnuto v (Buscher, Kranz et al. 2010) a (Bensman and Niaudet 2010)) a pravdépodobné byl
i objasnén efekt cyklosporinu u téchto pacientl. Cyklosporin zde pravdépodobné neucinkuje
pres svlj klasicky imunologicky efekt na NFAT signalizaci. Tento nazor podporuji i dalsi
pozorovani zlepSeni funkce ledvin po cyklosporinu u nemoci neimunitni povahy jako napf.
AlportQv syndrom (Callis, Vila et al. 1999). Bylo nevrZeno nékolik teorii, jakym zplsobem
cyklosporin pfimo ovliviiuje podocyt ¢i dalsi ¢asti filtracni membrany. Cyklosporin dokaze
ovlivnit ndboj v glomeruldarni membrané a tudiz zvysit jeji selektivitu. Dalsi teorie spekulovaly
s ovlivnénim glomeruldrni hemodynamiky (Barisoni, Schnaper et al. 2009). Velmi dobre
podloZend teorie o plsobeni cyklosporinu pfimo na podocyt je relativné recentni a
poukazuje na primy vliv kalcineurinového inhibitoru (cyklosporinu) v podocytech a to na
jejich cytoskelet (Faul, Asanuma et al. 2007). Kalcineurin normalné v podocytu zpUsobuje
fosforylaci synaptopodinu, ktery je poté degradovan a nemdiZe interagovat s CD2AP a
nasledné sdalSimi prvky Stérbinové membrany a aktinového cytoskeletu. Cyklosporin
zpUsobi nadbytek synaptopodinu v podocytech a zlepsi udrieni aktinového cytoskeletu
podocytu a jeho vazby k proteinlim Stérbinové membrany (Asanuma, Yanagida-Asanuma et
al. 2006; Faul, Donnelly et al. 2008). Zlepseni prostorového usporadani vybézkd podocytu

pravdépodobné ovlivni proteiny Stérbinové membrany a snizi miru Uniku bilkoviny skrz ni.
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V nasi kohorté pacientli jsme zachytili zvySeny vyskyt polymorfismu R229Q v genu NPHS2
oproti uvadénym datim. Rozdil ale nebyl statisticky signifikantni. Udava se, Ze v populaci se
tento polymorfismus vyskytuje s frekvenci 3,6% (Lowik, Groenen et al. 2009). Data o vyskytu
tohoto polymorfismu jsou ovSem znacné rlzna pro jednotlivé etnické skupiny a tento
polymorfismus se nachdzi v rozpéti 2-9% (Franceschini, North et al. 2006). V nasi skupiné
déti se SRNS byly nosici celkem 3, tj. 9% kohorty. Toto zjisténi odpovida naleziim z dalSich
velkych studii na détech s nefrotickym syndromem, kdy se naléza v kohortach déti s NS vyssi
zastoupeni nosiéstvi tohoto polymorfismu (5-6%). Funkéné, na proteinové Urovni ma
podocin pozménény timto polymorfismem horsi vazbu k nefrinu a tudiz miZe plsobit
naruseni filtraéni membrany a prispét ke zvySenym ztrdtdm bilkoviny do moce a vzniku
nefrotického syndromu (Tsukaguchi, Sudhakar et al. 2002). Ceskd studie na dospélych
pacientech s NS téz zminila mirné zvyseny vyskyt minoritni alely polymorfismu R229Q, ktery
byl pfitomen u 12% vySetfovanych (Reiterova, Safrankova et al. 2012). Zaroven ovsem byla
prfitomna velmi vysokd frekvence vyskytu i u kontrol (10%) coz by svédcilo spiSe pro
populaéné specifickou vysokou frekvenci vyskytu v CR.

Nas pacient nesouci novou nezndmou mutaci dohromady s polymorfismem R229Q vyvinul
velmi ¢asnou manifestaci SRNS odpovidajici pacientdim s genotypem R138Q. Tento pacient
zareagoval na léc¢bu cyklosporinem parcialni remisi. U heterozygotnich pacientl a pacientd
nesoucich pouze polymorfismus je zndmo, Ze maiji vyssi procento reakce na cyklosporin nez
pacienti s homozygotnimi ¢i slozené heterozygotnimi mutacemi (Buscher, Kranz et al. 2010).
U dvou nosi¢li polymorfismu R229Q v nasi kohorté doslo k rozvoji nefrotického syndromu
v pozdéjsim véku (14 let) neZ u pacientld s mutacemi ¢i s kombinaci polymorfismus/mutace.
Polymorfismus R229Q je tedy spiSe pridavnym faktorem v patogenezi jejich choroby, ale
neni pfimo jedinou pfi¢inou. Vedle popisu jeho funkéni patogenicity na proteinové urovni je
téZz zndmo, Ze je asociovan s vyssi albuminurii a nizsi glomerularni filtraci v neselektované

normalni populaci (Kottgen, Hsu et al. 2008).

U deseti pacientd s familiarnim atypickym HUS s manifestaci v détském véku jsme nalezli
celkem 4 pacienty (40%) s mutacemi v genu MCP kdédujicim protein CD46. Toto vysoké
procento zastoupeni MCP mutaci v naSem souboru je nezvyklé. V jinych kohortach je
zastoupeni téchto mutaci do 10 % pacientt (Noris, Brioschi et al. 2003; Caprioli, Noris et al.

2006; Richards, Kathryn Liszewski et al. 2007). Predpokladame, Ze se jednd o specificky
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vyskyt v CR, i kdyZ je moZné Ze toto vysoké procento je dilem selekéniho biasu vzorku.
Mutace v MCP se projevuji vétSinou mirnéjsim fenotypem oproti jinym mutacim, jako
napriklad v CFH ¢i C3 genu, kde se ¢asto manifestuji velmi zavainym postizenim ¢&i smrti
v novorozeneckém ¢&i raném détském véku (Noris and Remuzzi 2009). Atypicky HUS je téz
diskutovan vice v poslednich nékolika letech a jedna se o velmi vzacné onemocnéni. Je tedy
mozné, Zze mohou byt tito zdvaznéji postizeni pacienti diagnostikovany mylné jako jina
onemocnéni (sepse, diseminovana intravaskularni koagulopatie, atd.) a jelikoZz smrtnost
onemocnéni je vysoka (aZz 25% pripadl) mohou uniknout zachytu (Caprioli, Noris et al. 2006).
Fenotypicky vSechny mutace méli jednotnou patofyziologii rozvoje onemocnéni. U viech ¢tyr
nami popsanych mutaci byla vyznamné nizsi exprese CD46 na povrchu bunék oproti
kontrolam. SniZzend exprese CD46 vede v kombinaci s dalSimi tzv. spoustécim faktorem
k vétsi nachylnosti nosice k aktivaci neregulované kaskady alternativni cesty komplementu az
po jeho lytickou fadzi na povrchu CD46 nechranéného endotelu a vzniku trombotické

mikroangiopatie (shrnuto na Obrazku 9).
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Obrazek 7 — Naruseni filtracni membradny, zejména komplexu nefrin-podocin zplisobené mutacemi v genech pro stérbinovou membrdnu.
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Obradzek 8 — tfi predpoklddané patofyziologické mechanismy prestupu albuminu skrz naruseno filtracni membrdnu u pacientt s NS.
A- skrz narusenou stérbinovou membrdnu, B — volné v mistech kde je misto po poskozenych podocytech, C — transmembrdnové pomoci

receptoru.
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Obrdazek 9 — patofyziologicky mechanismus
zpusobujici vznik atypického HUS u nosicu mutaci
v MCP.

A — normadini stav, endotel je chrdnén CD46, kdy po
aktivaci alternativni cesty komplementu dojde
k deaktivaci aktivni slozky komplementu (C3b)
pomoci CD46, faktoru | a faktoru H. CD46 je pritomno
i na leukocytech, kde ho miZeme detekovat rychle
pomoci FACS z krve pacienta.

B — patologicky stav, kdy endotel neni dostatecné
chranén CD46 molekulou a faktory H a | nemohou
korektné tlumit aktivaci komplementu. Dochdzi
k aktivaci komplementu aZ k lytické sloZce, destrukci
endotel, aktivaci koagulacni kaskdady a vzniku
intravazdlnich trombd. CD46 neni pfitomno ani na

povrchu lymfocytu.



XI. ZAVER

V kohorté déti s kortikorezistentnim nefrotickym syndromem jsme nalezli kausalni mutaci u
22% pacientld. Nejcastéjsi pri¢inou byly mutace v genu NPHS2 kédujicim podocin a genu
WT1. Mutace v genu NPHS1 nebyly nalezeny. To odpovida nalezim z dalSich evropskych
kohort déti se SRNS. Nami nalezené mutace v NPHS2 pravdépodobné narusuji funkci vazby
podocinu na nefrin a jeho spravnou orientaci v stérbinové membrané. Nova ndmi popsana
mutace ve WT1 genu leZi pfimo v interakéni zéné 2. zinkového prstu proteinu WT1 s DNA.
Zaména aminokyseliny v takto exponované zdéné je vysoce pravdépodobné funkéné
relevantni.

Oproti dfivéjSim zjisténim, kde je uvddéna vyznamna rezistence k imunosupresivim u téchto
pacientd, se v souboru nasich pacientl projevila znacna odpovéd na ucinek cyklosporinu pro
dosaZeni parcidlni remise (43% pacientd s mutacemi). Tento efekt je pravdépodobné
zpUsoben primym plsobenim cyklosporinu na cytoskelet podocytu skrz synaptopodinem
zpUsobenou signalizaci.

U pacientd s familiarnim HUS s manifestaci v détském véku jsme zjistili vyznamné vyssi
incidenci prokazatelné funkéné patologickych mutaci vgenu MCP oproti dosud
publikovanym skupinam. VSechny tyto mutace byly dosud nepopsané a funkéni analyza
téchto mutaci prokazala jejich vztah k rozvoji HUS skrz snizenou expresi CD46 na povrsich
endotelu a tudiZ jeho niZsi rezistenci k poskozeni hyperaktivovanym komplementem.

Obé tato zjisténi ukazuji, Ze Ceska republika mda vyskyt vzacnych détskych monogennich
glomerulopatii obdobny s evropskou populaci. Néktera nase dil¢i genotypicko-fenotypicka
zjisténi jako napriklad zvyseny vyskyt MCP mutaci, vyssi vyskyt polymorfismu R229Q v NPHS2
¢i zvySena responzivita na cyklosporin v nasi kohorté jsou ovsem specificka pro nasi populaci

a zaslouzi si dalsi sledovani a studium pficin.
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XIl. PODEKOVANI

Dékujeme zejména pacientim a jejich rodicim za souhlas s ucasti vtéto studii a
dlouhodobou spolupréci. Dale dékuji détskym nefrologlim z CR, zejména doc. MUDr. Sylvé
Skalové, Prof. MUDr. Zderiku Dolezelovi, MUDr. Jifimu Starhovi, MUDr. Alexandru Kolskému,
MUDr. Marianu Senkefikovi, MUDr. Terezii Suldkové a MUDr. Evé Sladkové za zasilani
informaci a dotaznikl o pacientech se SRNS. Stejny dik patfi nefrologickému tymu
Pediatrické kliniky 2. LF UK a FN Motol za spolupraci na klinickém vyhodnocovani pacientli se
SRNS, MUDr. Jakubu Ziegovi, doc. MUDr. Jifimu Duskovi, MUDr. Nadézdé Simankové, MUDr.
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XIV. PRILOHY - PLNE TEXTY CLANKU TVORICi PODKLAD DIZERTACE

1. Partial remission with cyclosporine A in a patient with nephrotic syndrome due to

NPHS2 mutation.

2. Discordant expression of a new WT1 gene mutation in a family with monozygotic

twins presenting with congenital nephrotic syndrome.

3. Genetics of hemolytic uremic syndromes.

4, Manifestation of atypical hemolytic uremic syndrome caused by novel mutations
in MCP.

5. Geneticky podminéné formy nefrotického syndromu u déti.

6. Hemolyticko-uremicky syndrom — nej¢astéjsi pricina akutniho rendlniho selhani u

déti. Komplexnost patofyziologie a nové moznosti diagnostiky a terapie atypickych forem.
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