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POUZITE ZKRATKY

A adenin

ABD aktin vazajici doména

ACE angiotenzin konvertujici enzym

ACTN4 a-aktinin-4

AD autozomaln¢ dominantni

AGTRI angiotensin II receptor type 1

AGTR?2 angiotensin II receptor type 2

AK aminokyselina

Ang II angiotenzin II

ANLN anilin

APOL1 apolipoprotein L1

AR autozomalné recesivni

ARHGDIA Rho GDP dissociation inhibitor alpha

Arp 2/3 actin related protein 2/3

ATP adenozintrifosfat

B19 Parvovirus s ozna¢enim B19

BP pary bazi, base pair

C cytosin

C3 slozka komplementu (soucast nespecifické humoralni imunitni odpovédi)
CAAX C terminalni variabilni sekvence u proteinu (C = Cystein, A = alifaticka
aminokyselina, X = variabilni aminokyselina)

CC helikalni oblast

CCLS C-C motif chemokine ligand 5

CCR3 C-C motif chemokine receptor 3

CCRS C-C motif chemokine receptor 5

CD2AP CD2 asociovany protein

CD80 molekula CD80

CELL cellular (oznaceni pro typ FSGS)

CH1-2 kalponin homologni domény

CKD chronic kidney disease (chronické onemocnéni ledvin)
CMT Charcot-Marie-Tooth neuropatie

COLA4A3 collagen type IV alpha 3 chain (podjednotka kolagenu IV)



COL4AA4 collagen type IV alpha 4 chain (podjednotka kolagenu IV)
COLA4AS collagen type IV alpha 5 chain (podjednotka kolagenu IV)
COLL collapsing (oznaceni pro typ FSGS)

COQ8B koenzym Q8B

CRB2 crumbs 2 (komponenta Crumbsova komplexu)
CXCR3 C-X-C motif chemokine receptor 3

Daaml,2 proteiny patiici do proteinové rodiny formint
DAD diafonni autoregulacni doména

DD dimeriza¢ni doména

Dial-3 proteiny patfici do proteinové rodiny formint
DID diafonni inhibi¢ni doména

Dig Drosophila disc large tumor suppressor

DN diabeticka nefropatie

DNA deoxyribonukleova kyselina

Drf1-3 oznaceni pro Dial-3 proteiny

EF-hand proteinovy motiv slozeny ze dvou alfa-helixi
ER endoplazmatické retikulum

ESRD end stage renal disease (renalni selhéni)

ET-1 epitelin 1

FH1 formin homologni doména 1

FH2 formin homologni doména 2

FH3 formin homologni doména 3

FHOD1,3 proteiny patfici do proteinové rodiny formind
FMN1,2 proteiny patfici do proteinové rodiny formint
FMNLI1-3 proteiny patiici do proteinové rodiny formint
F primer pfimy primer

FRL1-3 oznaceni pro FMNL1-3 proteiny

FSGS fokalni segmentalni glomeruloskler6za

G guanin

G gram pozitivni

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

GBD GTP vazebna doména

GBM glomeruldrni bazalni membrana

GN glomerulonefritida


https://en.wikipedia.org/wiki/DLG1

GRID2IP Grid 2 interacting protein, oznaceni pro protein Delfilin formin
GTL glomerular tip lesion (oznaceni pro typ FSGS)

GTP guanozintrifosfat

GTPaza hydrolaza ménici guanozintrifosfat na guanozindifosfat

HGMD Human Gene Mutation Database

HIV Human Immunodeficiency Virus, virus lidské imunitni nedostate¢nosti
HRM high resolution melting

IFNG interferon gamma

IgA imunoglobulin A

IgAN IgA nefropatie

IgG imunoglobulin G

IL10 interleukin 10

IL12A interleukin 12 A

IL18 interleukin 18

IL2RA interleukin 2 receptor podjednotka alfa

INF1,2 proteiny pattici do proteinové rodiny formint

INF2 invertovany formin 2

INS idiopaticky nefroticky syndrom

ITGAS3 integrin podjednotka alfa 3

IVS intron, intervening sequence

KANKI1 KN motif and ankyrin repeat domains 1

KANK?2 KN motif and ankyrin repeat domains 2

KANK4 KN motif and ankyrin repeat domains 4

KIRREL2 kirre like nephrin family adhesion molecule 2

L Zebricek, ladder

LAMAS laminin podjednotka alfa 5

LAMB2 laminin podjednotka beta 2

LN lupusova nefritida

M13 nukleotidova sekvence pfidand k primerim pro zjednoduseni sekvenace
MAGI-1 membranov¢ associovana guanylat kindza

MCD minimélni zmény glomerulii

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1

MEST zkratka sloZena z mesangial hypercellularity, endocapillary proliferation,

segmental glomerulosclerosis/adhesion a tubular atrophy/interstitial fibrosis
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MGN membrano6zni glomerulonefritida

MMP14 matrixova metalopeptidaza 14

MYH9 myozin tézky fetézec 9

MYOI1E myozin 1 E

NCBI National Center for Biotechnology Information
NGS sekvenovani nové generace, next generation sequencing
NK negativni kontrola

NOS not otherwise specified (oznaceni pro typ FSGS)
NPHSI1 nefrin

NPHS2 podocin

NS nefroticky syndrom

NT nukleotid

NUP93 nukleoporin 93

NUP107 nukleoporin 107

NUP205 nukleoporin 205

NXFS jaderny exportni faktor 5 pro RNA

PAI-1 inhibitor plazminogenového aktivatoru

PAX2 paired box 2

PCR polymerazova fetézova reakce

PDGEF platelet derived growth factor

PDZ zkratka pro proteinovou doménu sloZena z post synaptic density protein,
Drosophila disc large tumor suppressor a zonula occludens-1 protein
PEC parietalni epitelidlni bunky

PH perihilar (oznaceni pro typ FSGS)

PK pozitivni kontrola

PLA2R1 phospholipase A2 receptor 1

PLCE fosfolipaza C epsilon 1

PODXL podocalyxin like

PSD-95 post synaptic density protein

qPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce
R1-4 spektrinové repetice

RFLP délka polymorfizmi restrikénich fragmentii
RNA ribonukleotidova kyselina

R primer reverzni primer


https://en.wikipedia.org/wiki/DLG4
https://en.wikipedia.org/wiki/DLG1
https://en.wikipedia.org/wiki/Tight_junction_protein_1
https://en.wikipedia.org/wiki/DLG4

SD slit diaphragm

SD smeérodatna odchylka (v tabulkach)

SLE systémovy lupus erytematodes

SRNS steroid-rezistentni nefroticky syndrom
SSNS steroid-senzitivni nefroticky syndrom
SYNPO synaptopodin

T thymin

TBM tubularni bazalni membrana

TGFBI1 transforming growth factor beta 1
TNFSF12 TNF superfamily member 12

TRPC6 transient receptor potential cation channel subfamily C member 6
VEGF vaskularni endotelidlni riistovy faktor
VEGFA vaskularni endotelidlni ristovy faktor A
VEGFE vaskularni endotelidlni rastovy faktor E
VEGFR receptor pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor
WASP Wiskott—Aldrich syndrome protein

WH2 WASP homologni motiv 2

WT wild type, sekvence bez substituce

WT-1 Wilms tumor 1

XPOS exportin 5

Z zdména

Z7.0-1 Zonula occludens-1



Aminokyseliny a jejich zkratky

Nazev aminokyseliny Zkratka Jednopismenné oznaceni

alanin Ala A
arginin Arg R
asparagin Asn N
asparagova kyselina Asp D
cystein Cys C
fenylalanin Phe F
glutamin Gln Q
glutamova kyselina Glu E
glycin Gly G
hystidin His H
izoleucin Ile I
leucin Leu L

lyzin Lyz K
metionin Met M
prolin Pro P

serin Ser S
treonin Thr T
tryptofan Trp w
tyrozin Tyr Y

valin Val \Y
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ABSTRAKT

Nefroticky syndrom je charakterizovan proteinurii, hypoproteinémii, otoky a
hyperlipidémii. Vyskytuje se wu primarnich (napf. fokalni segmentalni
glomeruloskler6za, FSGS nebo minimalni zmény glomeruli, MCD) i sekundarnich
glomerulopatii (napt. amyloidéza ledvin). U primarnich forem se vénuje velka
pozornost moznosti genetického podkladu onemocnéni a diky modernim
rizné nefropatie (napi. ACTN4 nebo INF?2).

Predkladana dizertacni prace si kladla nasledujici cile. Za prvé, pokracovat v mutacni
analyze genu ACTN4, kterd byla popsana v diplomové praci autorky, u dalSich
glomerulopatii. Za druhé, zavedeni mutani analyzy genu INF2 a nésledné
analyzovat tento gen u pacienti s FSGS/MCD a u specialni skupiny pacientl
s pozitivni rodinnou anamnézou pro rendlni selhani (ESRD) v kombinaci
s pokro¢ilym chronickym onemocnénim ledvin (CKD) nebo jiz vyvinutym ESRD
v dobé diagnozy. Za tfeti, provést mutacni analyzu gentt NPHS2 a TRPC6 (metody
zavedeny v laboratofi jiz dfive) u vybranych pacienti ze specidlni skupiny.
V posledni ¢asti se predkladand prace zabyva expresni analyzou gent, které jsou
dilezité pro funkcénost podocytl nebo spojené s imunitnim systémem clovéka. Tato
cast prace také ovéfuje, zda je mozné pouzit pomér expresi gentt NPHS2/SYNPO pfi
rozliSeni ¢eskych pacientd s FSGS a MCD.

V rdmci mutacni analyzy genu ACTN4, byla u jednoho pacienta ze specialni skupiny
nalezena nova kandidatni kauzalni mutace Leul69Pro. Bé¢hem analyzy genu INF2
byly identifikovany pouze diive popsané kauzalni mutace a polymorfizmy, u kterych
neni predpokladan vliv na pribéh onemocnéni. VSichni pacienti, u nichz byl
analyzovan gen TRPC6, byli nositelé zamény Ala404Val, kterd by v kombinaci
s kauzalni mutaci v nékterém z podocytarnich geni mohla vést k progresi renalniho
onemocnenti.

Expresni analyza neprokdzala mezi pacienty s FSGS a MCD zadné signifikantni

rozdily v poméru genit NPHS2/SYNPO ani v dalSich studovanych genech.

KLICOVA SLOVA: Fokalni segmentalni glomerulosklerza, minimalni zmény
glomerultl, IgA nefropatie, membrandzni glomerulonefritida, INF2, ACTN4, mutacni

analyza, expresni analyza
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ABSTRACT

Nephrotic syndrome is characterized by proteinuria, hypoproteinemia, edemas and
hyperlipidemia. It occurs in primary (e.g. focal segmental glomerulosclerosis, FSGS
or minimal change disease, MCD) and in secondary glomerulopathies (e.g. kidney
amyloidosis). In primary forms, great attention is paid to the potential genetic
background of the disease and due to new molecular genetic methods genes, whose
mutations cause different nephropathies (e.g. ACTN4 or INF2) were identified.

The aims of presented doctoral thesis were following. Firstly, to continue the
mutational analysis of ACTN4 that was described in the author’s diploma thesis in
other glomerulopathies. Secondly, to implement the mutational analysis of /NF2 and
subsequently analyse this gene in patients with FSGS/MCD and in patients from
special group characterized by positive family history for end stage renal disease
(ESRD) in combination with advanced chronic kidney disease (CKD) or already
developed ESRD at the time of diagnosis. Thirdly, mutational analysis of NPHS?2
and TRPC6 (methods implemented in laboratory earlier) in selected patients from the
special group. Finally, expression analyses of genes important for podocyte function
or connected with human immune system. This part also verifies the applicability of
NPHS2/SYNPO expression ratio for distinguishing of Czech patients with FSGS and
MCD.

The mutational analysis of ACTN4 identified the candidate causal mutation
Leul69Pro in one patient from the special group. In INF2 only known casual
mutations and different exonic and intronic polymorphisms without effect on
phenotype were found. All patients tested for TRPC6 carried the polymorphism
Ala404Val, which can probably lead to progression of renal disease, if it is in
combination with casual mutation in some podocyte gene.

Expression analyses showed any significant differences between FSGS and MCD

neither in the NPHS2/SYNPO ratio nor in other studied genes.

KEY WORDS: Focal segmental glomerulosclerosis, minimal change disease, IgA
nephropathy, membranous glomerulonephritis, INF2, ACTN4, mutational analysis,

expression analysis

15



1. UVOD

Chronicka nefropatie je oznaceni pro dlouhodobé onemocnéni ledvin, které se
zpravidla projevuje riznymi symptomy, mezi né¢z patii napt. snizena funkce ledvin,
pritomnost bilkovin v mo¢i a zanét ledvin. Funkce ledvin se postupem ¢asu zhorsuji,
a nakonec dochazi k jejich uplnému selhani, coz mé za nasledek nutnost podstoupit
renalni transplantaci.

Pochopeni etiologie a patogeneze jednotlivych nefropatii je dilezitym pfedpokladem
pro zvoleni vhodné a G€inné terapie, ktera zmirni progresi onemocnéni a tim selhani
ledvin bud’ oddali, nebo Upln¢ odvrati. V poslednich letech se zvySuje zajem o
analyzu genetického podkladu riznych nefropatii. Diky rozvoji molekularné-
genetickych metod (napf. Sangerovo sekvenovani, next generation sequencing —
NGS nebo qPCR) jsou objevovany nejen rizné geny, jejichz mutace jsou davany do
souvislosti s fadou onemocnéni ledvin (napt. ACTN4, INF2, NPHS2 a TRPC6), ale i
markery, které pomahaji pfi diagnostice a odhadu prognozy u pacientl s dysfunkci

ledvin.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Ledviny a filtrace krve

Ledviny jsou parovy organ fazolovit¢ho tvaru nachazejici se v tukovém obalu po
obou strandch bederni patefe. Zajistuji vylucovani odpadnich latek z téla a produkcei
nékterych hormont a také reguluji vnitini prostfedi organizmu.

Zakladni funkéni jednotkou ledviny je nefron skladajici se z Malpighiho téliska a
renalniho tubulu. Malpighiho télisko je tvofeno klubickem vlasecnic (glomerulem)
ohraniceném Bowmanovym pouzdrem, které piechazi v proximalni tubulus.
V glomerulu probiha filtrace krve, jejimz vysledkem je vznik primdrni moci. Ta je
nasledné¢ odvadéna proximalnim tubulem do distdlni ¢asti nefronu. Prehledné

popséano v Obrazku 1.

Eferentni arteriola

-

Aferentni arteriola

Bowmantv vacek

Podocyty

Prostor Bowmanova
vatku

Proximalni tubulus

Kapildry glomerulu

Obrazek 1:  Struktura  Bowmanova  vacku. Pfevzato a  upraveno

z http://www.siumed.edu/~dking2/crr/rnguide.htm.

Filtracni bariéra méa 3 zékladni slozky. Jsou to fenestrované endotelium kapilér,

glomeruldrni bazalni membrana (GBM) a podocyty, mezi nimiZ se rozprostira

vvvvvv

v soucasné dob¢ neexistuje Cesky preklad) [1]. Filtrani bariéru zobrazuje nasledujici

Obrazek 2.
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Fenestrace

- S

Obrazek  2: Struktura  filtracni  bariéry.  Pfevzato a  upraveno

z https://quizlet.com/22363034/urinary-em-images-flash-cards/.

Endotelidlni buniky kapilar tvofici prvni Cast bariéry vznikaji z mezenchymalnich
bun¢k. V ranych fazich vyvoje glomerulu nejsou fenestrované a maji krychlovy tvar
[2]. Béhem vyvoje kapilar se nejprve tvofi piekryté otvory, které se postupné
pfeméni na otvory bez membrany o velikosti 60-80 nm [3]. Tyto otvory umoziuji
vysokou vyménu vody mezi intra— a extracelularnim prostorem a zaroven jsou jimi
odstranniovany metabolické produkty, toxiny a télu cizi latky z krevniho obéhu.
Tvorba fenestrace endotelu je ovlivnéna pasobenim vaskularniho endotelového
rustového faktoru (VEGF) [4]. Ten pfedstavuje celou rodinu ristovych faktort
(VEGF-A az VEGF-E), které jsou zapojeny v signalnich drahach pulsobicich pfi
proliferaci, migraci nebo permeabilité¢ bunck [5]. Podocytarni buiky zacinaji
s produkci VEGF jesté pred fenestraci endotelu a nasledné ji udrzuji po cely zivot
[6]. VEGF pisobi jako ligand na membranové receptory VEGFR1/2, které se
nachdzeji v endotelidlnich bunkach kapilar [7]. Po jeho navazani je v celé¢ buiice
spusténa signalizac¢ni kaskada. Podocyty mohou regulovat produkci VEGF a tim i
ovliviiovat filtra¢ni vlastnosti fenestrovanych kapilar [8].

Druhou ¢asti filtraéni bariéry ledvin je glomerularni bazalni membrana tvofena
vlaknitou siti slozenou z fibrilarnich proteinii (pfevazné kolagen typu IV) [9] a
z negativné nabitych proteoglykant, diky kterym mé GBM negativni naboj [10]. Jeji

dilezitou ulohu ve filtraéni bariéfe potvrzuje 1 patogeneze Alportova syndromu
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(dédi¢na GN), ktery vznikéd v piipadé mutace genu pro kolagenové fetézce tvorici
GBM [11,12].

Posledni vrstvu filtraéni bariéry tvofi podocyty, které se nachazeji pouze
v glomerulech. Tyto specializované endotelové buiikky s bohaté rozvétvenym
cytoskeletarnim systémem maji dilezitou ulohu pfi udrzovani neporusené a funkcni
filtracni bariéry. Podocyty syntetizuji vétSinu slozek GBM a vyviji vysokou
katabolickou i anabolickou aktivitu. Dlikazem tohoto je velké mnoZzstvi mitochondrii
a lyzozoma spolu s velmirozvinutym endoplazmatickym retikulem a Golgiho
aparatem. Jejich objemné télo, vystupuje do prostoru Bowmanova pouzdra a svymi
dlouhymi rozvétvenymi vybézky (pedicely, ,,foot processes®), které se prolinaji,
pokryvaji cely povrch kapilar. Pedicely diky vyztuzeni aktinovymi filamenty mohou
meénit svij tvar a tim dokazi aktivné regulovat miru filtrace [13]. Na zaklad¢
mikroskopickych pozorovani byla v prvni poloving 70. let podrobné popséna tenka
proteinovd membrana se zipovitou strukturou, tzv. slit diaphragm (SD), jez kryje
Stérbiny mezi sousednimi podocytarnimi pedicely [14]. Koncem 90. let doslo
k identifikaci prvniho proteinu — nefrinu, ktery je soucasti této filtraéni membrany
[15-17]. Postupnym vyzkumem byly popsany dalsi proteiny tvofici SD a nasledné i
objasiiovany jejich funkce a vzijemné interakce. Vysledkem bylo poznani,
ze pfiblizn€¢ 40 nm Sirokda slit diaphragm je velmi slozity komplex signalnich a
adheznich molekul, ktery slouZi nejen jako mechanické sito zamezujici prichod
molekulam vétsim, neZ je sérovy albumin (cca 67 kDa), ale také jako receptor a

prenase¢ signalii vedoucich do podocytt [14,18].

2.2. Nefroticky syndrom

Pojmem nefroticky syndrom (NS) je v nefrologii oznacovan soubor piiznakd,
zahrnujici nefrotickou proteinurii (> 3,5 g / 24 hod.), hypoproteinémii, otoky a
hyperlipidémii, kterd vede ke zvySenému riziku pro rozvoj aterosklerdzy
a ischemické choroby srdecni. U pacienti s NS se miizeme setkat 1 s dalSimi
zavaznymi komplikacemi. Objevuji se imunodeficience, vysSi vyskyt infekci
(zplsobené zejména G* pneumokoky) a zvySena srazlivost krve (je vysledkem
snizené hladiny regulac¢nich faktord, napt. protein C, protein S, antitrombin, a
zvySené syntézy prokoagulacnich faktorli, napf. fibrinogen). Pacienti pak maji

zvySené riziko plicni embolie a hluboké zilni trombozy [19-21]. Pribéh nefrotického
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syndromu u jednotlivych pacientii miize byt velmi variabilni. Obvykle je nasazena
terapie kortikosteroidy a podle odpoveédi na ni délime ndsledné NS na steroid-
senzitivni (SSNS) a steroid-rezistentni (SRNS), u kterého dochazi do 7 let ke
kone¢nému selhani ledvin (ESRD) [22].

Nefroticky syndrom se vyskytuje u primarnich (postihuji pouze ledviny) i
sekundarnich (soucast systémového onemocnéni) glomerulopatii. Mezi nejcastéjsi
pti¢iny NS z primarnich forem patii fokalni segmentalni glomeruloskleroza (FSGS),
minimalni zmény glomeruld (MCD) a membrandzni glomerulonefritida (MGN).
U sekundarnich forem najdeme NS nejcastéji u amyloidozy ledvin, diapetické
nefropatii (DN) a lupusové nefritidé (LN) [19,20]. Podle typu glomerulopatie, u které
se nefroticky syndrom vyskytl, pak hovofime bud’ o primarnim (idiopatickém) NS,

nebo sekundarnim NS [23].

2.2.1. Idiopaticky nefroticky syndrom

V souvislosti s idiopatickym nefrotickym syndromem (INS) se vénuje velka
pozornost jeho geneticky podminénym (familiarnim) forméam, které tvoii ptiblizné
18 % ptipadd. Typ dédiCnosti je autozomalné¢ dominantni (AD) i autozomalné
recesivni (AR) [24]. Diky rozvoji molekularné-genetickych metod je v soucasné
dobé znamo jiz nékolik desitek geni spojenych s INS. Jejich produkty mayji
v bunkkdch rizné funkce, napft. slouzi jako transkripéni faktory nebo se ucastni
mnohych bunéénych procesti, napi. proteiny slit diaphragm, proteiny GBM,
strukturni a regula¢ni proteiny cytoskeletu, adheze a jaderny transport. Pro ilustraci

rozmanitosti genil a funkci proteinti je v Tabulce 1 uveden jejich vybér [25,26].

Tabulka 1: Piiklady gent spojenych s idiopatickym nefrotickym syndromem.
Informace o  funkcich proteint byly cCerpany =z  databazi NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a OMIM (https://www.omim.org/).

Gen Funkce proteinu
ACTN4 Spojovani F-aktinovych vldken
ANLN Vaze se k aktinu a G¢astni se napf. ristu a migrace buné€k a cytokineze

APOLI Soucast HDL lipoproteint

ARHGDIA | Ugastni se regulace signalizace prostiednictvim Rho-GTPaz
CD2AP Regulace aktinového cytoskeletu

COL4A43 Soucast GBM, fetézec kolagenu typu IV

20


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Gen Funkce proteinu

COL4A44 | Soucéast GBM, fetézec kolagenu typu IV
COL4A45 | Soucéast GBM, fetézec kolagenu typu IV
COQ8B Ugastni se biosyntézy koenzymu Q10

CRB2 Soucast Crumbsova komplexu, ktery je regulator bunééné polarity
INF?2 Remodelace aktinového cytoskeletu
ITGA3 Ugastni se napt. bunééné adheze

KANK1 Regulace polymerace aktinu
KANK?2 Regulace polymerace aktinu
KANK4 Regulace polymerace aktinu
Soucast GBM, ucastni se napt. bunécné adheze, diferenciace a

LAMAS !

migrace
LAMB?2 Ugastni se napf. bunééné adheze a diferenciace

Ucastni se napf. cytokineze, bun&&ného pohybu a pomaha udrzovat
MYH9 y

tvar bunky
MYOIE Molekularni motor Gi€astnici se napft. intracelularniho pohybu
NPHS1 Nefrin, diillezitd soucast slit diaphragm, Gc¢astni se bunééné adheze
NPHS? Podocin, dalezita soucast slit diaphragm, i¢astni se regulace

glomerularni permeability

NUP93 Nukleoporin, sou¢ast jaderného poru

NUPI107 | Nukleoporin, soucast jadern¢ho poru

NUP205 Nukleoporin, soucést jaderného poru

NXF5 Transkripcni faktor

PAX2 Indukce exprese genu W7-1

PLCE] Katalyzuje hydrolyzu fostatidylinozitolu-4,5-bifosfat
TRPC6 Transport vapenatych kationti do bunék

WT-1 Transkripéni faktor

XPO5 Ugastni se jaderného transportu malych RNA

2.3. Fokalni segmentalni glomerulosklerdza

Fokalni segmentalni glomeruloskler6za (FSGS) je souhrnnd diagnostika popisujici
histologicky nalez, pfi kterém jsou castecné (fokalni) poskozeny nékteré
(segmentalni) glomeruly. Pfi¢iny FSGS mohou byt velice pestré, a to se odrazi nejen
na projevu 1 pribéhu onemocnéni, ale také na reakci na lécbu. Z etiologického
hlediska délime FSGS nasledovné [27-29]:

L Primarni (idiopatickd) — z nezndmych pficin

II.  Sekundérni

1.  Dédicna forma nazyvana téz familiarni nebo sporadickd forma — zplisobeno
mutacemi v n€kterych genech, napf. geny pro a—aktinin-4, WT-1, podocin a -

integrin, a v mitochondridlni DNA
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2. FSGS asociovana s viry — napt. Parvovirus B19 a HIV asociovana neuropatie
3. FSGS zapfti¢inéna pritomnosti 1é¢iv a drog — napft. heroin, interferon-a, lithium,
pamidronat

4. FSGS jako adaptivni strukturné-funkéni odpovéd’ na glomerularni hyperfiltraci
nebo hypertrofii

a)  pfi redukci objemu rendlni tkdn¢ — napft. rendlni dysplazie, ageneze ledviny,
kortikélni nefr6za a ablace ledviny

b) pifi zachovani objemu rendlni tkdné¢ — napt. hypertenze, obezita, diabetes

mellitus a srpkovita anémie

V morfologickém déleni se pouziva Kolumbijska klasifikace, ktera roziazuje FSGS
na zaklad€ histologického obrazu a pfedpokladané prognédzy do 5 skupin [30], viz
Obrazek 3.

1. nespecifickh FSGS (NOS) -
charakteristickym rysem je zvySeni
objemu extracelularni matrix v misté
postizeni glomerulu, coz vede k destrukci *
lumen kapilary, Gasto dochazi k narastu i %

poctu podocytil a hyalinoze

2. perihilarni FSGS (PH) - pro
postizeny  glomerulus je  typicka

perihilarni hyalindza a/nebo sklerdza
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3.  bunécnd FSGS (CELL) — kapilary K=
jsou cCastecné zvétSené a ucpané
pénovymi  buiikami, nedochdzi ke

kolapsu

4.  kolabujici FSGS (COLL) -
glomeruly kolabuji a epitelové bunky

proliferuji

5. periferni FSGS (GTL) — v misté
tubularnitho podlu se shlukuji pénové
buitkky a v misté poskozeni se shlukuji
podocyty s epitelidlnimi buitkami 8

proximalniho tubulu

Obrazek 3 (1-5): Kolumbijska klasifikace FSGS. Prevzato a upraveno z [30].

Vyvoj primarnich i sekundarnich forem FSGS zacina stejn€. Po poskozeni podocytt
dochézi ke zplosténi a fuzi jejich pedicel, tzv. foot process effacement (Cesky preklad
neexistuje), ktery je zpiisoben vratnou ptestavbou aktinového cytoskeletu probihajici
v fadu n€kolika minut. Aktinovy cytoskelet je dulezity nejen v celkové struktuie
podocytl, ale ma i nezastupitelnou ulohu pii stabilizaci vnitini struktury
membranovych domén podocytd [31,32]. Zajimavosti je, Ze u primarnich forem se

foot process effacement vyskytuje ve vétsim rozsahu nezZ u forem sekundarnich [33].
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U primarnich forem FSGS dochazi ve vnéjsi vrstvé Bowmanova vacku k aktivaci a
proliferaci parietalnich epitelidlnich bun¢k (PEC), coz mé za nasledek, Ze tento epitel
obklopi skleroticky glomerulus. Cast PEC migruje z vn&ji vrstvy Bowmanova vacku
do wvnitini, kde zacnou pokryvat vné¢j$i stranu GBM, kterda oddéluje vnitini
fenestrovany endotel kapilar glomerularniho klubka od pedicel podocyti. Tyto
bunky také zacnou s produkci extraceluldrni matrix do svého okoli, coz zptisobi
zjizveni glomerulu [34-36]. PEC mohou byt také oznaCovany jako parietdlni
podocyty, a to diky expresi proteinu typickych pro podocyty, napt. podokalyxin,
nefrin, podocin a synaptopodin [37].

U sekundérnich forem FSGS foot process effacement kon¢i oddé€lenim podocytii od
glomerularni bazalni membrany [38]. Pocty podocytt tak na GBM klesaji, protoze to
jsou plné diferenciované buiky, které se nedokdzi delit [39]. Po navozeni
specifickych podminek podstoupi pouze mitéozu (jaderné déleni), kterd ovSem
nepokracuje cytokinezi (dé€leni bunky) [40]. Takto vznikld hold mista na GBM
obsadi PEC, coz ma za nasledek adhezi glomerularniho klubicka s Bowmanovym
vackem. V misté adheze dochéazi k nespravné filtraci, kterd je disledkem uniku
filtrované tekutiny do periglomerularniho prostoru. Ten je nakonec oddé€len vrstvou
kortikalnich fibroblasti od kortikalniho intersticia. Césteéné poskozeni se nasledné
S§ifi po celém nefronu a dochazi ke kolapsu kapilar nebo k jejich ucpavani se
hyalinem a tromboézami [41,42].

Zpisob, jak se poSkozeni rozsifuje, je popsan pomoci nékolika modelt. Prvni model
fikd, Ze nespravna filtrace je pficinou Sifeni poSkozeni nejen do celého glomerulu, ale
nasledné¢ 1 do proximdalniho tubulu. Peritubularni prostor plynule piechdzi do
paratubularniho prostoru, pfi¢emz tento rozsahly prostor vznik4 odlouc¢enim epitelia
proximalniho tubulu od tubuldrni bazdlni membrany (TBM) [43]. Dalsi varianta
naznacuje, Ze nadmérna resorpce proteinll v proximalnim tubulu, uniklych pii filtraci
v poskozeném glomerulu, mé& za nasledek syntézu vazoaktivnich a zanétlivych
proteinii  (ednotelin a MCP-1) tubuldrnimi buiitkami. Jejich exprese vede
k opakovanym zanétlim, které konci intersticidlni fibrozou [43,44]. Podstata tfetiho
mechanizmu spo¢iva v tom, Ze vazoaktivni hormony epitelin 1 (ET-1) a angiotenzin
IT (Ang II) mohou ptisobit 1 jako rastové faktory, zapticinujici tvorbu extracelularni
matrix, coz vede k intersticialni fibroze [43,45]. Posledni varianta poukazuje na to,

ze intersticialni a tubularni bunky zacnou produkovat ristové faktory (PDGF). Ty
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nasledn¢ stimuluji fibroblasty k proliferaci a tvorbé extracelularni matrix. Vysledkem

je opét intersticialni fibroza [43,46].

2.4. Minimalni zmény glomerula

Minimalni zmény glomeruli (MCD) se ve svételné mikroskopii vyznacuji
normalnim histologickym nalezem v glomerulech, avSak pfi pouziti elektronové
mikroskopie je patrny, stejn¢ jako u FSGS, foot process effacement, tedy zplosténi
podocytt a fuze jejich pedicel [47,48], viz Obrazek 4. Na rozdil od FSGS, ktera casto
kon¢i selhanim ledvin (ESRD), maji pacienti s MCD relativné dobrou prognézu a
lepsi klinickou odpovéd na terapii kortikosteroidy [49]. Pivod muze byt opét
primarni nebo sekundarni, ktery je spojovany s ruznymi typy tumord, léky,
infekcemi a alergiemi [50]. Provézanost obou diagnoz doklada nejen stejné
poskozeni podocytt, ale i fakt, Ze stav n€kterych pacienti s MCD se zhorSuje a vede

k rozvoji FSGS [49].

Obrazek 4: Porovnani zdravého glomerulu (vlevo) a glomerulu postizeného MCD
(vpravo). Vrchni dvojice obrazkid pochazi ze svételné mikroskopie, spodni
z elektronové mikroskopie. Sipky oznacuji pedicely. Pfevzato a upraveno z

https://unckidneycenter.org/kidneyhealthlibrary/glomerular-disease/minimal-change-

disease.
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2.5. IgA nefropatie

IgA nefropatie (IgAN) je svétoveé nejrozsifenéjsi primarni glomerulonefritida [51].
Pfi¢inou onemocnéni je nadmémé ukladani IgA casto s C3 v glomerularnim
mezangiu, coz vede k jeho proliferaci [52], viz Obrazek 5. Pribéh onemocnéni mize
byt velmi variabilni od pomalé progrese az krychlému selhani ledvin [53].
V soucasn¢ dobé se pro klasifikaci I[gAN a pro odhad progrese onemocnéni u
jednotlivych pacientli pouzivd Oxfordské skore (nazyvané téz MEST skore), které

blize popisuje Tabulka 2 [51].

Obrazek 5: Podocytarni IgA depozita zobrazené elektronovou mikroskopii (vlevo,
oznacené¢ Sipkou) a ve fluorescenéni mikroskopii. Pfevzato a upraveno z

https://unckidneycenter.org/kidneyhealthlibrary/glomerular-disease/iga-nephropathy.

Tabulka 2: MEST skore pouZzivané pii klasifikaci [gAN. Pfevzato a upraveno z [51].

Typ poskozeni Definice Skore
< 4 mezangialni bunky/plochy mezangia = 0
4-5 mezangialnich bun¢k/plochy mezangia = 1
Mezanglélqi 6-7 mezangialnich bunék/plochy mezangia = 2 M0 <0,5
hypercelularita |- ¢ nezangialnich bungk/plochy mezangia = 3 M1 >0.5
(Skore se pocita jako primérné skore ze vSech
glomeruli)
Segmentalni Jakykoli pocet glomerulii postizeny &asteénou | EO - nepfitomna
glomeruloskleroza | sklerotizaci nebo pfitomnost adheze El - piitomna
Endokapilarni | ZvySeny pocet bunék v kapilarnim lumen SO - neptfitomna
hypercelularita | glomerulu, ktery zpiisobuje jeho zZeni S1 - pfitomna
o TO - 0-25 %
Tul?ularnl‘ a‘,crofle / % kury postiZzené tubularni atrofii nebo z
intersticalni . e \ . v.e. | TO-26-50%
, intersticidlni fibrozou, podle toho, co je vetsi
fibroza TO0 ->50 %

26



2.6. Membrandzni glomerulonefritida

Membranozni glomerulonefritida (MGN) patii mezi casté pfiiny nefrotického
syndromu u dospé€lych, zvlasté u muzi. Priitbéh onemocnéni je délen do 4 fazi. Prvni
stadium se projevuje mirnym ztlusténim GBM a rigiditou kapilér, viz Obrazek 6.
Nasledné¢ mezi GBM a podocyty vznikaji granularni depozita, kterd jsou obvykle
tvotfena IgG a C3. Tato depozita jsou postupné obklopovana vybézky GBM (faze 2 a
3) az do Uplného uzavieni (faze 4) a vytvoii se tak intramembrandzni lokalizace.
Soucasti procest je také fuze podocytarnich pedicel (foot process effacement). U
prevazné vétSiny pacient s MGN se setkdvame s primarni (idiopatickou) formou.
Sekundarni forma je spojovana s nékterymi léky, tumory, infekcemi nebo je soucasti

jiného onemocnéni, napt. systémovy lupus erytematodes (SLE) [54,55].

Obrazek 6: Porovnani zdravého (vlevo) a nemocného (vpravo) glomerulu u MGN.
Spodni dvojice obrazkii zobrazuje detailné ztlusteni GBM (oznaceno Sipkou).
Pfevzato a upraveno z https://unckidneycenter.org/kidneyhealthlibrary/glomerular-

disease/membranous-nephropathy.

2.7. a-aktinin-4

Proteinu a-aktinin-4, ktery je kodovany genem ACTN4, se podrobné vénuje
diplomova prace autorky ,,Genetické faktory ovlivitujici pribéh vybranych forem
nefrotického syndromu® obhéjené roku 2011 na Katedie genetiky a mikrobiologie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Ve své dizertaéni praci autorka
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navazuje na vyzkum publikovany v diplomové praci, a proto je zafazeno kratké
shrnuti o tomto genu, respektive proteinu.

Protein a-aktinin-4 se fadi do spektrinové rodiny proteinti [56]. Jeho hlavnim tkolem
je spojovat F-aktinova vladkna [57]. Zakladni struktura je antiparalelni homodimer
slozeny z hlavicky a koncové ¢asti [58]. Na N-terminalni ¢asti proteinu se nachazi 2
kalponin homologni domény (CH1, CH2) slouzici k vazbé na aktinova vlakna, téz
oznacovano jako aktin vazajici doména (ABD) [59,60]. Do CH2 domény se mohou
také vazat fosfatidylinozitoly, coz ma za nasledek ovlivnéni funkce proteinu a
nasledn¢ 1 plasticity celého aktinového cytoskeletu [61-64]. V prostiedni Casti
proteinu jsou 4 spektrinové repetice (R1-R4) a C-terminalni ¢ast obsahuje 2 EF-hand
domény (v Ceskych textech je mozné setkat se s oznacenim ,,EF-ruce®), ke kterym se
vazi vapenaté kationty [59,60]. Schématické znazornéni struktury proteinu zobrazuje
Obrazek 7. Mezi dalSi vazebné partnery a-aktininu-4 patii napt. B-integriny [65],
fosfatidylinozitol-3 kindza [66], synaptopodin [67], ZO-1 [68], MAGI-1 [69],
vinkulin [70] a PAI-1 [71].

Kalponin
homologni EF-hand
domeény domény

.

1"-

N-konec ||. J] C-konec

|

Spektrinové
repetice

Obrazek 7: Schématické znazornéni struktury proteinu ACTN4.
Mutace v genu ACTN4 jsou spojovany s autozomalné¢ dominantni formou FSGS [72-

77]. Soucasné byl a-aktinin-4 zkouman v souvislosti s riznymi typy nddord, mezi

které patii napt. rakovina prsu [78], plic [79] a vajecnikt [80].
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2.8. Invertovany formin 2

Protein invertovany formin 2 (INF2) patfi do pomérné rozsahlé rodiny formini
zahrnujici celkem 15 proteint, které je mozné rozdélit dle nasledujiciho schématu
[81,82]:

1.  ,Diafonni“ forminy — Dial-3 (oznaovany také jako Drfl-3)

2., Leukocytarni“ forminy — FMNLI1-3 (oznacovany také jako FRL1-3)

3. ,,Aktivatory morfogeneze* — Daam1,2

4.  ,JInvertované“ forminy — INF1,2 (tyto dva forminy n¢kdy byvaji rozdéleny do
samostatnych skupin)

5. Forminy obsahujici homologni doménu — FHOD1,3

6.  Formin Delfilin — Delphilin (zndmy také jako glutamatovy receptor GRID2IP)
7.  ,,Puvodni“ forminy — FMNI1,2

Jejich hlavnim ukolem je regulace dynamiky aktinovych filament. Mohou ovliviiovat
uspofddani mikrotubull, uplatiuji se pii rozchodu chromozoml béhem mitozy i
meidzy, transportu RNA a vacki, cytokinezi a v neposledni fadé dokdzi ovlivnit i
bunénou polaritu [83,84]. Forminy jsou slozeny znéckolika domén, jejichz
kombinace se 1isi v zavislosti na typu proteinu a druhu organizmu [85,86]. Ve vSech
forminech muizeme nalézt vysoce stabilni formin homologni domény 1 a 2 (FHI1,
FH2). DileZitou casti vétSiny formint je také méné konzervovana formin homologni
doména 3 (FH3) nachazejici se na jejich N-konci. Jeji hranice jsou vSak variabilni a
nelze je generalizovat na vSechny forminové proteiny. FH3 doména obsahuje také
funkéni oblast ,,diaphanous inhibitory domain“ (DID). Na svém N-konci sousedi
s vazebnou doménou pro GTPazy (GBD), kterd se s ni castecné prekryva. Na svém
C-konci ptechazi v dimeriza¢ni doménu (DD). Mezi dalsi typické 1 méné Casté Casti
patii helikalni oblast (CC) navazujici na DD doménu, regulacni oblast ,,diaphanous
autoregulatory domain* (DAD), WASP homologni motiv 2 (WH2) a PDZ doména
(zkratka je sloZena z pocatecnich pismen proteind, ve kterych byla tato doména
identifikovana, tzn. PSD-95, Dig a ZO-1) [81,82,85].

Nejvice konzervovana FH2 doména se schopnosti tvofit dimery je charakteristickym
znakem rodiny forminovych proteint. DokaZe se pfimo vazat na F-aktin 1 G-aktin a
je také schopné podnécovat nejen prodluzovani stavajicich aktinovych filament, ale i
tvorbu novych filament. Spolu s Arp2/3 komplexy patii mezi dulezité nukledtory

aktinovych vlaken. Dimery FH2 domén stabilizuji vazbu forminu k aktinu a
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pravdépodobné umoziuji posun proteinu podél aktinového vldkna. FH2 doméné
pfedchazi FH1 doména se spiSe regulacni ulohou béhem nukleaci aktinu [87-91].
FH1 doména obsahuje prolin bohatou oblast. Prostiednictvim této oblasti se FHI
vaze k profilinu navazanému na G-aktin [92] a poméha tak zvySovat koncentraci
tohoto komplexu v misté rastu vlakna, coz ma za nasledek rychlejsi elongaci [93].
Zaroven spolu s FH2 doménou poméha chranit rostouci vldkno pied vytvoienim
¢epicky na jeho konci [94]. Domény DID a DAD jsou regula¢nimi oblastmi formint.
U proteinu INF2 je na C-koncové ¢asti DAD doména nahrazenda WH2 oblasti, ktera
castecné piebira jeji funkce [95], viz nize v této kapitole. GBD vazebna doména
slouzi jako misto pro navazani malych GTPazovych proteinii z rodiny Rho [96].
Posledni zajimavou oblasti je PDZ doména nachazejici se u formini nervovych
bun¢k. Diky ni se protein vaZze s glutamdtovym receptorem. Tato vazba iniciuje
ptestavbu cytoskeletu [97].

Regulace aktivity je nejlépe popsana u diafonnich formint, které obsahuji DID, DAD
a GBD domény podléhajici autoregulaci. Rho protein soutézi o vazbu s DAD
doménou. Z diivodu castecného piekryvu GBD vazebné oblasti a FH3 domény v
mist¢ DID oblasti nemohou byt Rho a DAD navazany soucasné. V piipadé¢, Ze se
regulaéni DAD doména navaze k DID oblasti, dochazi k inhibici aktivity FH2
domény, protoze znemozni jeji vazbu na aktin. Pokud se vSak navaze GTPaza, FH2
se mize vazat na aktin a je aktivni. U dalSich skupin formini nebyly zplisoby
regulace stale uspokojivé objasnény. Proteiny ze skupiny FHOD jsou pravdépodobné
regulovany fosforylaci a u Delfilinu se regulace Gc¢astni pravdépodobné PDZ doména

[82,91]. Regulace u proteinu INF2 bude popsana v nasledujicich ¢astech kapitoly.

Protein invertovany formin 2 je kddovany genem I/NF2 nachdzejicim se na dlouhém
raménku chromozomu 14 [98]. Gen ma dv¢ transkripcni varianty liSici se C-
koncovou ¢asti. Prvni varianta obsahuje na své C-koncové ¢asti CAAX motiv, ktery
slouzi jako signdl pro jeho lokalizaci na cytoplazmatické strané membrany ER a
post-translaéni modifikaci farnezylovou skupinou. Druha varianta je soucasti
cytoplazmatické sit¢ aktinovych vlaken. Zajimavé je, Ze v mySich ledvinach je
majoritné zastoupena CAAX varianta, zatimco produkt bez CAAX motivu tvoii jen
minoritni ¢ast z celkového mnozstvi proteinu [99]. Nasledujici Obrazek 8 zobrazuje

umisténi proteinu INF2 v podocytu.
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Obrazek 8: Umisténi proteinu INF2 (Cervené podtrzeny) v podocytu. Pievzato a

upraveno z [100].

Zpocatku se zdalo, Ze protein INF2 neobsahuje DID a DAD domény, a proto se
dostal do skupiny invertovanych proteini. U téchto formint se predpokladalo, ze
jejich FH1 a FH2 domény se nachézeji u N-konce. Avsak v roce 2006 bylo zjisténo,
ze INF2 obsahuje DID doménu nachézejici se v FH3 oblasti a Ze DAD doména v C-
koncové ¢asti proteinu byla nahrazena WH2 oblasti se stejnou schopnosti vazat se
k DID domén¢ [95]. To vedlo k myslence evolu¢ni ptibuznosti obou motivi [82].
Nutno dodat, ze v literatuie se 1ze setkat s obéma terminy, tzn. WH2 1 DAD, jako

soucast struktury proteinu. Detailni strukturu proteinu popisuje Obrazek 9.

M-konec l C-konec

DID FH1 FHZ WH2

Obrazek 9: Schématické zndzornéni struktury proteinu INF2.
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WH2 doména mé navic schopnost vazat se k aktinu a spolu s FH2 doménou dokaze
podnécovat depolymeraci aktinovych filament. Diky tomu je protein INF2 unikéatni,
protoze jako jediny formin dokaze vyvolat nejen polymeraci aktinovych vldken, ale i
jejich depolymeraci. Rovnovaha mezi obéma aktivitami je pravdépodobné udrzovéana
fosfatem uvolnénym pfi polymeraci aktinovych monomerti, které maji navazany
ATP. Po navdzani monomeru se ATP hydrolyzuje a uvolnény fosfat spousti
depolymeraci vladkna [95]. Pfesny zpisob autoregulace proteinu INF2 neni zatim
zcela znamy. Jedna z teorii fikd, ze monomery aktinu jsou schopné vazat se do WH2
oblasti a soutézi o ni sinhibicni DID doménou. Vysledkem je aktivace
polymeracnich schopnosti proteinu [101]. Dalsi teorie poukazuje na to, Ze vazba
DID/WH2 domén inhibuje jeho schopnost depolymerovat aktinova filamenta, avSak
neovlivituje polymeraéni aktivitu [102].

Mutace v genu INF2 jsou spojovany s Charcot-Marie-Tooth neuropatii (CMT), pfi
které se mlze objevit i glomerulopatie [103], a s nefrotickym syndromem, jehoZz
histologicky obraz odpovida FSGS [104]. V ptipadé familiarniho vyskytu FSGS se
jedné o autozomalné dominantni typ dédicnosti [24].

VétSina popsanych mutaci se nachazi v DID doméné, coZz ukazuje na jeji krucialni
ulohu v autoregulaci proteinu a v patogenezi glomerulopatii. U nosi¢t nékterych
patologickych substituci bylo pozorovano abnormadlni rozlozeni aktinovych vlaken
v podocytech nebo neobvykld distribuce nefrinu a podocinu ve slit diaphragm
[98,105]. Jednim zmoZnych vysvétleni prvniho jevu by mohl byt fakt, ze DID
doména proteinu INF2 je schopna vazat DAD doménu diafonnich forminti (Dial-3) a
inhibovat jejich schopnost polymerace aktinovych vldken dilezitych pro spravnou
morfologii a strukturu podocytii. Zaroveinl bylo dokdzano, ze mutace E184K a R218Q
lokalizované v DID doméné proteinu INF2 znemoZiiuji jeho vazbu s Dia forminy.
Dalsi moznosti je, Ze mutace v DID doméné mohou vést k omezeni nebo Uplné
inhibici autoregula¢nich schopnosti proteinu [106].

Ze vSech poznatkli nicméné vyplyvd, Ze mechanismus vzniku glomerulopatie
podminéné mutacemi v INF2 genu, respektive proteinu by mohl vychéazet ze Spatné

regulace dynamiky aktinovych filament v podocytu [106].
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3. CILE PRACE

1) Navazani na diplomovou praci autorky ,,Genetické faktory ovlivitujici prabéh
vybranych forem nefrotického syndromu* (obhajoba 2011) — pokracovani v
mutacni analyze genu ACTN4 (zavedena v letech 2009-2011 v rdmci této diplomové

prace)

2)  Zavedeni mutaCni analyzy genu INF2 a mutatni analyza u pacientll s
FSGS/MCD a u specialni skupiny pacienti s pozitivni rodinnou anamnézou pro

ESRD v kombinaci s pokro¢ilou CKD nebo jiz vyvinutym ESRD v dobé diagnozy

3) Mutacni analyza geni NPHS2 a TRPC6 (zavedeny v letech 2005-2013) u

vybranych pacientli
4)  Expresni analyza genl dulezitych pro spravnou funkci podocytl nebo
spojenych s imunitnim systémem clovéka. Identifikace markerd, které by vedly

k odliseni FSGS a MCD pacientd, zvlast¢ u malych vzorki rendlni biopsie

5) Ovéfeni pouzitelnosti poméru expresi gent NPHS2/SYNPO pro rozliSeni
pacient s FSGS a MCD
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4. MATERIAL
4.1. Soubory pacientii pro mutac¢ni analyzu

4.1.1. Pacienti pro analyzu genu INF2

Soubor vzorkit DNA pro mutac¢ni analyzu genu INF2 obsahoval 109 pacienti
s histologicky potvrzenou diagn6zou FSGS nebo MCD (51 muzi a 58 Zen, prumérny
veék v dobé renalni biopsie 41,44 £ 18,91 let). U 19 pacientd byla zjiSténa pozitivni
rodinna anamnéza (u dalSiho ¢lena rodiny zjisténa FSGS nebo MCD v renalni
biopsii). V okamziku diagn6zy onemocnéni byl nefroticky syndrom pfitomen u 78
osob. Ten byl definovan jako pfitomnost proteinure > 3 g / 24 hod. soucasné
s hladinou sérového albuminu <30 g/ 1.

Podle klinické odpovédi na 1écbu kortikosteroidy byli pacienti rozdé€leni
na kortikorezistentni (41 pacientd) a kortikosenzitivni (34 pacientl1), zbytek pacient,
tedy 34 osob, nepodstoupil 1é¢bu kortikoidy. U kortikorezistentnich pacientd nedoslo
do 6 mésicti pii podavani plné davky kortikoidli (1mg prednisonu na jeden kg télesné
hmotnosti) k vyznamnému poklesu proteinurie. U kortikosenzitivnich pacientli byla
behem terapie kortikoidy dosazena remise. Podrobna charakteristika pacientll z této
skupiny je uvedena v Tabulce 3.

Gen INF2 byl zaroven analyzovan u specidlni skupiny 6 pacientll s pozitivni
rodinnou anamnézou pro ESRD v kombinaci s pokroc¢ilou CKD nebo jiz vyvinutym
ESRD v dob¢ diagnozy.

Vzorky krve pro izolaci DNA pochazely ze VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a
Fakultni nemocnice v Motole. VSichni pacienti podepsali pfed odbérem krve

informovany souhlas s molekuldrné-genetickym vySetfenim.

Tabulka 3: Charakteristika pacienti s diagndézou FSGS/MCD. Data jsou
prezentovana jako primér + SD nebo pocet (procento). Nefroticky syndrom byl

definovén jako pfitomnost proteinure > 3 g / 24 hod. soucasné s hladinou sérového

albuminu <30 g/ 1.
Charakteristika Skupina / Jednotka | Pocet / Hodnota
Diaenéza FSGS 77 (70,6 %)
g MCD 32 (29,4 %)
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Charakteristika Skupina / Jednotka | Pocet/ Hodnota

, Muz 51 (46,8 %)

Pohlavi Zena 58 (53,2 %)

Rodinn anamnd Positivni 19 (17,4 %)

odinna anamneza Negativni 90 (82,6 %)

e Ano 78 (71,6 %)

NS v dob¢ diagnozy Ne 31(28.4 %)
Senzitivni 34 (31,2 %)

: ; 5
Klincki odpovéd na létbu Kortikoidy (— Rezistentni | 41 (37,6 %)
ez imunosupresivni 34 (312 %)
terapie
Primérny vék v dobé diagnozy Roky 41,44 + 18,91
Primérné proteinurie v dob¢ diagnézy gram / 24 hod. 5,67 + 4,64
Primeérna hodno‘Ea s.erovreho albuminu gram / litr 28,05 + 9,48
v dobé diagndzy

4.1.2. Pacienti pro analyzu genu ACTN4

Pro muta¢ni analyzu vybranych exonli genu ACTN4 bylo vybrano 155 pacientl
s histologicky potvrzenou diagnézou IgAN (100 muzl a 55 Zen). Analyza vybranych
exoni genu ACTN4 byla také provedena na souboru 56 pacientii s histologicky
potvrzenou diagn6zou MGN (34 muzti a 22 Zen). Podrobna charakteristika obou
skupin pacientl je uvedena v Tabulkach 4 a 5.

Vsechny vzorky krve pro izolaci DNA pochdzely ze VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze. VSichni pacienti podepsali pfed odbérem krve informovany souhlas
s molekuldrné-genetickym vysetfenim.

Mutaéni analyza celého genu ACTN4 byla také indikovana u 3 osob (¢. 133, 134 a
138) ze specialni skupiny pacientii pro analyzu genu INF2, viz kapitola 4.1.1.

Tabulka 4: Charakteristika pacientii s [gAN. Data jsou prezentovana jako prameér +
SD nebo pocet (procento). Nefroticky syndrom byl definovan jako pfitomnost

proteinure > 3 g / 24 hod. sou¢asné s hladinou sérového albuminu <30 g/ 1.

Charakteristika Skupina / Jednotka Pocet / Hodnota
, Muz 100 (64,5 %)
Pohlavi Zena 55 (35,5 %)
Ano 12 (7,7 %)
NS v dobé¢ diagnozy Ne 136 (87,8 %)
Udaje nebyly k dispozici 7 (4,5 %)
Primérny vék v dobé diagndzy Roky 42,66 + 14,67
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Charakteristika Skupina / Jednotka Pocet / Hodnota
Primérna p'rotelrnurle v dobé gram / 24 hod. 244+ 231
diagnézy
Primémé hodnota serového gram / litr 37,53 7,97
albuminu v dobé¢ diagnozy

Tabulka 5: Charakteristika pacienti s MGN. Data jsou prezentovana jako pramér +

SD nebo pocet (procento). Nefroticky syndrom byl definovan jako pfitomnost

proteinure > 3 g / 24 hod. soucasné s hladinou sérového albuminu <30 g/ 1.

Charakteristika Skupina / Jednotka Pocet / Hodnota
, Muz 34 (60,7 %)
Pohl -
ontavi Zena 22 (39,3 %)
. , Ano 31 (55,4 %)
NS v dobé¢ diagnézy Ne 25 (44.6 %)
Primérny vek v dob¢ diagndzy Roky 55,51 + 15,09
Primérna é)'rotel’nurle v dobé gram / 24 hod. 6.39 + 5.3
iagndzy
Prumerpa hOanEa S‘GI'OV,ehO gram / litr 25,57+ 11,81
albuminu v dob¢ diagnézy

4.1.3. Pacienti pro analyzu genii NPHS2 a TRPC6

Geny NPHS2 a TRPC6 byly analyzovany u 3 (¢. 133, 134, 138) osob ze specialni
skupiny pacientil pro analyzu genu INF2, viz kapitola 4.1.1.

4.1.4. Pribuzni pacientt

V piipad€ potieby ovefit zplisob prenosu nékterych zamén nalezenych u pacientt
s FSGS/MCD nebo u osob ze specialni skupiny pacientl pro analyzu genu INF2, byli
kontaktovani pfibuzni téchto pacientl s zadosti o poskytnuti vzorku krve pro izolaci
DNA a néslednou mutacni analyzu dané¢ho useku. VSichni osloveni ptibuzni pacientli
podepsali pfed odbérem krve informovany souhlas s molekularné-genetickym

vysetienim.

4.1.5. Kontrolni soubor

Kontrolni soubor (nazyvani téZ jako normalové, resp. kontroly nebo dobrovolnici)

pro mutacni analyzu genit ACTN4 a INF2 v ramci této dizertacni prace byl vytvofen
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z dobrovolnych darct krve, ktefi podepsali informovany souhlas s molekularné-
genetickym vysetfenim. Soubor obsahoval ndhodné vybrané vzorky DNA muzl i
zen. U vSech osob zatfazenych do kontrolniho souboru byl pfitomen normalni

mocovy sediment bez proteinurie.

4.2. Soubor pacientti pro expresni analyzu

Soubor vzorka renalnich biopsii pro expresni analyzu obsahoval 24 pacienta
s histologicky potvrzenou diagnézou primarni FSGS (7 muzi a 10 zen, prumérny
vék v dobé¢ rendlni biopsie 46,1 + 10,3 let) nebo MCD (4 muzi a 3 zeny, primérny
veék v dob¢ rendlni biopsie 44,7 + 17,4 let).

Vzorky renalnich biopsii pochazely ze VSeobecné fakultni nemocnice v Praze,
Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné a
Fakultni nemocnice Olomouc. VSichni pacienti podepsali pfed renalni biopsii

informovany souhlas s molekularné-genetickym vySetfenim.
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5. METODY
5.1. Izolace nukleovych kyselin

5.1.1. Izolace DNA

Vzorky krve (5 ml) byly odebrany do zkumavky s EDTA a do doby izolace byly
uchovavany pii teploté -20°C. Genomova DNA byla izolované vysolovaci metodou
nebo na izolacni lince QIAcube (Qiagen, Némecko) s pouzitim kitu QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Némecko) podle pokynl vyrobce. V obou piipadech byla izolace
provedena z lymfocyti periferni krve (200 pl nesrazlivé krve). Koncentrace
vyizolované DNA byla zméfena na nanofotometru (Implen GmbH, Némecko) pfii

OD 260/280.

5.1.2. Izolace RNA

Vzorky renélnich biopsii byly pfed izolaci uchovavany ve stabilizacnim médiu, RNA
later (Ambion, USA), pii teploté -20°C. Celkova RNA byla izolovana ze smésného
vzorku biopsie ledvin pomoci GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich, USA) podle pokynl vyrobce. Koncentrace vyizolované RNA byla

zméfena na nanofotometru (Implen GmbH, Némecko) pii OD 260/280.

5.2. Mutacni analyza

5.2.1. Pouzité primery

5.2.1.1. Primery pro gen INF2

Pro mutaéni analyzu genu INF2 byly pouzity primery (GENERI BIOTECH, CR)
navrzené v programu Primer-Blast, viz Tabulka 6. Nekteré dlouhé exony musely byt
rozdéleny na vice analyzovanych tsekll se vzajemnym piekryvem. Tyto ¢asti pak
byly nazvany podle ¢isla exonu a potadi v exonu, napf. exon 2a nebo exon 8c. Exon
2 byl kvili své délce zkouSen analyzovan obéma zpusoby (rozdéleny na ¢asti 1 jako
celek). Dva exony (14 a 15) mohly byt analyzovany dohromady diky jejich malé

délce a kratké intronové sekvenci mezi nimi (nazvano exon 14 + 15). Ke kazdému
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primeru byl pfidan 18nukleotidovy tsek (M13), ktery zajistil snaz§i pouziti. Do
smési pro sekvenacni reakci kazdého useku byl priddvan pouze univerzalni primer

M13, viz Tabulka 7 v odpovidajicim sméru (piimy — forward / zpétny — reverse).

Tabulka 6: Sekvence primerti pouzitych pro mutacni analyzu genu INF2.

Exon Piimy primer — F (§' — 3') Délka fragmentu
Zpétny primer — R (5’ — 3’) (bp)
) GCCAGGAGGACAGCCCCCATC 574

TGGGCCTGAAGCCTCATACCAG

) CCCATCCCCTCCCCGCTGACG 139
¢ AGGGCGTCGGAGATACGTGCAAC

* CTGTGGTCAACTACTCCGGCCT 307
CATACCAGGTCCCCAGCGTCC

3 ACAGGCATGGGAAGGGGTGCATT 265
CTGCTGGCTGCACACCGTCTGT

4 TGGACCACTACAAGGTGGGCGG 120
GTGGATGCAGCATGGGATGCACT

GTCTCTGGTGTCCCATGAGTG

. TGCTTAGGTGAGGTGGCTGG 245
6 CTGGTACACTGGCGCTGAC 108
AGCCTCTGGACCTCAGGG
7 CTTAGTCCACCAGGGAGGGG 256
TAAGACCTCAGTGTCTGCCCA
%2 CTCTTCCTCAAGCCCCCATC 341
ACGCCTGCTGCTCCA
2h TGAAAGTTTCGCAGCCCAGA 308
GATGACCTCCTCCATGCCTC
%¢ CTCCTCCACCCCCACCT 990
CGCACACAAGTTCCATGTGC
9 GCAGGACATCCTTTAGACCCT 158
TTGGCATCGAGGAAAGTGATCT
10 AGCGACTATTCTCCTTCCCTG 90
CAAGTCAGAAGGCTCAGGTGG
1 CCAGGTGGGGTCCCAAAGA 242
ACAGCCTCTCCCTTGGTTGG
12 TACCTCTGCCCTGAACCGTGA 277
CCTATTCCTGCTCTCCTCCCAC
13 CCAGAGCCCTGTGCTGAGTG 300
CTTAGGTGCTCTTAGCAGCCATT
14415 GGGGGCTCCGAACCAAGA 375

ATGGCCTCTACGCCTCTACAC

16 TCCCCAGGTGGAGAGTATGAC 276
AGGGAAGTGTTCTATTGGGCA
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Exon Piimy primer — F (§' — 3') Délka fragmentu
Zpétny primer — R (5’ — 3’) (bp)
17 CGTCAGCCGTTGCTGTCTCT 997
TCGCCCAGCTCACTCTATCA
18 CTCCTTGTCAGAGACCACCGTC 340
GGACCCCACTCTAGCCAGACA
19 CAGAGGCACCTTTCGTCGG 2905
GAGCACAGACAAGGATCCCA
20 CTGGGATCCTTGTCTGTGCTCC 11
AGGCACAGGGTAGGGACAGT
’1a GGTGCCTGCCCTTCACTG 322
TGAGCATCTCCCAGAGTCAC
>1b GGTATGTGGATGCCAGCGAT 999
CTCCTCGTCCTCGTCCTCAT
e CACAAGTGAGGGGCTGGAG 203
CTGGCGTGGGACGGTG
2 GATAAGCCGTTGAGTGCGTT 198
AGAGAAGCCAGGTTAGTGTCC

Tabulka 7: Sekvence M 13 primerd.

. Piimy primer - F (5' — 3’)
k
Use Zpétny primer — R (5’ — 3')
M13 TGTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGACC

5.2.1.2. Primery pro gen ACTN4

Pro mutaéni analyzu genu ACTN4 byly pouzity primery (GENERI BIOTECH, CR)

navrzené v programu Primer-Blast, viz Tabulka 8.

Tabulka 8: Sekvence primert pouzitych pro mutacni analyzu genu ACTN4.

Exon Piimy primer — F (§' — 3') Délka fragmentu
Zpétny primer — R (5’ — 3') (bp)
| AGCTGAGGCGGGAGCGGAC 260

GGCCCCCTCAGAAAAGCCCCT

) CAGGCTGACTCTGCGCACTGTCCTT 8
GGGTCTCTGGGGACCGCTGTGG

3 GGGCCAGCAGAGGAACCTGC 348
AGCGCCCTGCCACCAACAAA

4 GCCACCTTCAGGTTGGGCGG 157
GGAGCCAAGAGGCAGGCAGC
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Fxon Primy primer — F (§' — 3’) Délka fragmentu
Zpétny primer — R (5' — 3') (bp)
5 ACCCCAGGCCTGAGCCGAAA 301
GGGCTGACTGAGGGCTGGCA
6 CCTGGCACAGGCCAGACTGC 254
AGGGGGTCAGACAGGGCACG
; GTGCCCTCCCGCTCACACAT 130
ATGTGCCCACAGCCCCTTGC
g CGCCCTACTCGGGCAGTTTAACCCT 204
GTGAGCACGGGAGGCGAGAGG
9 AAGGGACGTGCCCGTCAGGA 290
TGGTCTGTGACCACGCAGCC
10 GGCAGCCCGTCAGCACTCTG 345
TAGGGCTGCCTCTGCCCCTG
1 ATCCCCCTGGGTGCCTCCAC 305
GTGGCAGGGGGCTGTGTGTG
2 TGTGGTCTAAGCGTCTCTCTGCTC 730
GGCTGTGGTGAGAGCCAGGTGAT
13 TGGCCTGGGAACCTTGGGGG 304
CTCTCCGTGGGAGGTGGGGG
14 ACTGACCTGCCTTCCCTCTGTCCCT 291
GGTCATGGGCTGAGATCAGGCCC
15 ACCATCGAGGAGATTGAGGTTCGC 404
GGCATGGTCCCGTTTTGGCA
16 ACCTCCCTGACCGCTCCCACAC 739
GACCCCCTCACTACGGGAGCTCT
17 TGGGCTCCTCCAGGTGGTCAGT 319
CCGAACCATTTCCAGTGAGGAAGC
18 TTTCCCCAGGGCGGGAGGAC 311
AGGTGTGGGCTGGTACGGCA
19 GATCCCTCATCCTGGTCTCCACG 183
AGTTAATGCCATGGTCCGCTGG
20 CACCAGTGTGGGCCTGGCTG 350
TCTGGGGCAGGCAGGATGGG
)1 GGGACAAGGTGAGCGAGACCCCT 359
AGGAATGGGACTGTGGGGCTGCC

5.2.1.3. Primery pro gen NPHS2
Pro muta¢ni analyzu genu NPHS2 byly pouzity primery (GENERI BIOTECH, CR)

navrzené v programu Primer-Blast, viz Tabulka 9.

41



Tabulka 9: Sekvence primerti pouzitych pro mutacni analyzu genu NPHS2.

Exon Piimy primer — F (§' — 3') Délka fragmentu
Zpétny primer — R (8’ — 3) (bp)
| GCAGCGACTCCACAGGGACT 420
TCCACCTTATCTGACGCCCC
) AGTCAGTGAATACAGTGAAG 203
GGCCTCAGGAAATTACCTA
3 TTCTGGGAGTGATTTGAAAG 168
TGAAGAAATTGGCAAGTCAG
4 AAGGTGAAACCCAAACAGC 204
CGGTAGGTAGACCATGGAAA
5 CATAGGAAAGGAGCCCAAGA 203
TTTCAGCATATTGGCCATTA
6 GGGTTTAGGCATGCTCTCCT 165
TTTCCTTTATCATACAGTTCTTGC
- CTAAATCATGGCTGCACACC 167
CTTCCTAAAGGGCAGTCTGG
g GGTGAAGCCTTCAGGGAATG 320
TTCTATGGCAGGCCCCTTTA

5.2.1.4. Primery pro gen TRPC6
Pro mutaéni analyzu genu TRPC6 byly pouzity primery (GENERI BIOTECH, CR)

navrzené v programu Primer-Blast, viz Tabulka 10.

Tabulka 10: Sekvence primert pouZitych pro mutacni analyzu genu TRPC6.

Exon Piimy primer - F (5' — 3’) Délka fragmentu
Zpétny primer —R (5' — 3') (bp)
| TGGAACTGCCCACTCGGCTC 208
ACTCCTGCGAGCGCACAACC
) GGCAAGTCATTTGGCACACT 116
: CCAACTGTAGGGCATTCTGG
b CAGTGGTGCGGAAGATGTTA 332
TGGAGTCACATCATGGGAGA
) TTTGCTGAAGGCAAGAGGTT 136
© AGCCGTCATGACTGGATCTT
2d TGACTCGTTTAGCCACTCCA 18
GGTAGCGATCACAACTTTTGC
3 TCTGAAGCATAGTAAAACGTGGT 313
CCCTTTATCCTTATTTAGCACCAA
4 TCGTTTATGCTGAACCTTTCTT 396
ACCCAACTGTGATTCCCTGA
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TR ~ , P P
Exon Primy primer — F (§' — 3’) Délka fragmentu

Zpétny primer — R (5’ — 3’) (bp)

5 GGAGATCATTGGAATGTGCAG 365
CCAACTGCTAAGACTGCAAACA

6 CAGCTAAGGCTGAATGCGAT 377

TGAGAATTGTGCAGTAACCGA
7 CGCAGAAAAAGAAGTTACCTAAA 420
CCCATGGACTTACATAAACGC

TTTGCAGACACTAAACAAACTCA

i AGCAGTCCATGCTTTCATCC 383

9 TGCATTTCCTTGCTGAACTG 316
AAAGGGATGTGGCATAGTGG

10 AGCACTTGCAAAGGGAAGAA )71
AGATAAGCCCGATCATGTGC

1 GACAACCTCTAACAAACAGCCA 169

AAGAATCACATAGTTCAAGAACCTAAA

12 TCGCCTGCATCCTGGCTGAATC 305
AGCTCTCCAGGCACTCTGCG

13 GTTTTTCCGCATTGCGTATT 292
GCCCATTGGCACTTAAGAAA

5.2.2. PCRreakce

PCR reakce s teplotnim gradientem byla pouzita pfi hledani optimalnich anelac¢nich
teplot u primerti pro gen INF2, které byly nasledné pouzity pro HRM analyzu.
Metoda PCR amplifikace s konstantni anela¢ni teplotou primerd a naslednou piimou
sekvenaci byla pouzita u pacientll, jejichz DNA nereagovala pii standardni HRM
analyze nebo upraveném HRM protokolu, viz kapitola 5.2.3, a také u 3 pacienti,
kterym byla indikovana mutacni analyza gentt ACTN4, NPHS2 a TRPC6. Anela¢ni
teploty primert pouzité pfi téchto reakcich jsou popsany v Tabulce 11. PCR reakce
s konstantnimi anela¢nimi teplotami primerd 69 ‘C (exon 3) a 64 ‘C (exon 8b)
piedchazela upravenému HRM protokolu (gen INF?2), viz kapitola 5.2.3, a také
pouziti restrikéni endonukledzy (v tomto piipadé byla anela¢ni teplota primerid
68 °C), viz kapitola 5.2.6.

SloZeni reakéni smési ovliviioval typ pouzitého kitu, coz prehledné ukazuji Tabulky
12-14. Amplifikace probihala v pfistroji MyCycler verze 1.065 (Bio-Rad
Laboratories, USA). Tabulka 15 shrnuje jednotlivé ¢asti PCR amplifikace.
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Tabulka 11: Anelacni teploty gent ACTN4, INF2, NPHS2 a TRPC6 pii PCR reakei.

Gen Exony Teplota (°C)
ACTN4 Vsechny exony 65
INF2 VSechny exony 69
1,7 62
NPHS?2 2-5,8 56,3
6 55
TRPC65 Vsechny exony 58

Tabulka 12: Poméry slozek ve smési pro PCR reakci. V tomto piipad¢ byla zakladni
reakéni smés (voda, pufr, polymeraza, dNTPs a MgCl,) namichavana piimo
v laboratofi a nasledné rozpipetovana podle pozadovaného objemu, viz Tabulka 13.
Pouzita Taq polymeraza, soucasti baleni byl i pufr a MgCl> (Fermentas, USA),
dNTPs (Fermentas, USA).

Slozka Objem (pl)
Voda (PCR kvalita, bez nukledz) 37
10X Taq pufr (bez MgCl,, s NH,) 5
MgCl; (c = 25 mM) 3
dNTPs (c = 10 mM, kazdého typu) 1
Primer F (c = 10 pmol / ul) 1
Primer R (¢ = 10 pmol / pl) 1
Taq polymeraza (¢ = 1 jednotka / pl) 1,2
Celkovy objem 49,2

Tabulka 13: PouZivané objemy reakéni smési michané v laboratofi.

Slozka Objem (ul) | Objem (pl) | Objem (ul)
Zakladni reak¢ni smés 23 15 9,5
Templatova DNA (c =10 ng/ ul) 1 0,7 0,6
Celkovy objem 24 15,7 10,1

Tabulka 14: Poméry slozek ve smési pro PCR reakci pfi pouZiti komeréniho kitu

PPP Master Mix (Top-Bio, CR).

Slozka Objem (pul) Objem (ul)
Redény PPP Master Mix (5 : 4 = zasobni roztok 14 10
mixu : voda (PCR kvalita, bez nukledz))
Primer F (c = 10 pmol / pl) 0,25 0,2
Primer R (c =10 pmol / pl) 0,25 0,2
Templatova DNA (c = 10 ng / pul) 0,5 0,5
Celkovy objem 15 10,9
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Tabulka 15: Podminky PCR reakce.

Faze Pocet cykli Teplota (°C) (rﬁians.)
Aktivace 1 95 04:00
polymerazy

95 00:30

Amplifikace 40 Anelacni teplota / Teplotni gradient |  00:30

72 00:30

Zaveretna elongace 1 72 07:00
Chlazeni 1 4 o0

5.2.3. High resolution melting metoda

High resolution melting (HRM) metoda, kterd byla pouzita pfi analyze genu INF2,
umoziuje v dvouvldknovych tsecich DNA identifikovat nejen jednonukleotidové
zdmeény v heterozygotnim 1 homozygotnim stavu, ale i delece a inzerce. Metoda je
rozd€lena na 2 Casti. Nejprve se analyzovany usek amplifikuje a nasledné probiha
vlastni HRM analyza. Jednotlivé faze celého procesu jsou podrobnéji popsany
v nasledujicim odstavci:

1)  Amplifikace analyzovaného useku v pfitomnosti interkalacni barvivo (SYBR
green). V kazdém cyklu PCR reakce je méfena koncentrace DNA na zéklade
intenzity fluorescence barvy, takze tato faze je vlastné real-time PCR.

2) Po amplifikaci jsou dvouietézcové useky DNA zahiivany, az dojde k jejich
uplné denaturaci.

3) Vdalsim kroku dochazi rychlym zchlazenim vzorkd k renaturaci
jednofetézcovych tsekti. Diky tomuto se paruji fetézce, které jsou nejblize u sebe, a
mohou tak vznikat nejen homoduplexy, ale 1 heteroduplexy.

4)  V nasledujici fazi jsou vzorky pomalu ohfivany a ziroven je konstantné
méfena klesajici intenzita fluorescence interkalované barvy, kterd se postupné
uvolnuje z tajicich duplexd.

5)  Nakonec jsou vzorky zchlazeny na 37 °C a mohou byt vyndany z pfistroje.
Produkty HRM metody je moZné pouzit jako templat do sekvenacni reakce.

6) Ze zméfenych tdaji program Light Cycle 480 Gene Scanning Software (Roche
diagnostics, Svycarsko) vygeneruje kiivku tani kazdého vzorku a na zékladg jejich

srovnani je mozné rozlisit riizné genetické variace.
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Cela analyza, kterou shrnuje Obrazek 10, probihala v pfistroji Light Cycler 480
(Roche diagnostics, Svycarsko). Pouzity protokol celé metody véetné doby trvani a
teploty kazdé faze zobrazuje Tabulka 16. K analyze byl pouzit kit LightCycler 480
HRM Master (Roche diagnostics, Svycarsko). Anelaéni teploty jednotlivych exont
jsou ukazany v Tabulce 17, pomér jednotlivych slozek reakéni smési a
charakteristiku jednotlivych fazi podrobné popisuje Tabulka 18. Jednotlivé vysledky
cel¢ analyzy zobrazuji Obrazky 11-14. K pipetovani vzorkti byla pouzivana

automatickd pipetovaci linka epMotion® 5075 (Eppendorf, Némecko).

Temperature History (Historie teploty) Analyza
S

2 DA

0] Amplifikace Denaturace Renaturace

Temperature (°C) (Teplota)

0:00:00 01810 0:45:36 11301 1:40:27 20754 23519
Time [h:mm:ss) (Eas)

Obrazek 10: Jednotlivé faze HRM metody.

Tabulka 16: Charakteristika a podminky jednotlivych fazi HRM metody.

Faze Pocet cykli Teplota (°C) Cas (min.)

Aktivace 1 95 02:00
polymerazy
95 01:00
Amplifikace 1 10 Anelacni teplota 1 00:30
72 01:00
95 00:30
Amplifikace 2 40 - 60 Anelaéni teplota 2 00:30
72 01:00
Zavérecna elongace 1 72 07:00
95 05:00
HRM 1 40 01:00
80 — 98 (0,02 °C/s)

Chlazeni | 37 00:01
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Tabulka 17: Anelac¢ni teploty exonii 1 — 8a, 8¢ — 21c. Pouzit program s postupné se

snizujici anela¢ni teplotou, tzv. touch down metoda.

Cre o « . | Pocet . Pocet

Exon l:lt)lc ?otg;l Iioln(ef)ccn)a cykli Rychlo;tlklesanl T2 (°C) | cyklu pri
pri T2 T2
2 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 40
2a 69 64 10 0,5 °C/ 1 cyklus 64 43
2b 69 64 10 0,5 °C/ 1 cyklus 64 43
3 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
4 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 60
5 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
6 69 64 10 0,5 °C/ 1 cyklus 64 50
7 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
8a 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
8c 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
9 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 60
10 67 63 10 0,4 °C/ 1 cyklus 63 60
11 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
12 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 40
13 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 60
14+15 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
16 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
17 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 40
18 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 40
19 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
20 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 60
2la 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
21b 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 50
21c 70 65 10 0,5 °C/ 1 cyklus 65 40
22 68 64 10 0,4 °C/ 1 cyklus 64 50

Tabulka 18: Poméry slozek ve smési pro HRM metodu.

Exony 2 —-8a,8c-21 22
Slozka Objem (pul) Objem (nl)
MasterMix 2X 5 5
MgCl; (c = 25mM) 1 0,7
Voda (PCR kvalita, bez nukleaz) 2 2,3
Primer F (c = 10 pmol / pl) 0,5 0,5
Primer R (c =10 pmol / pl) 0,5 0,5
Templatova DNA (c =10 ng/ pl) 1 1
Celkovy objem 10 10
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Obrazek 11: Kiivky tani, exon 18, gen INF2.
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Obrazek 12: Derivovana forma kiivek tani, exon 18, gen INF2.
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Obrazek 13: Normalizované kiivky tani na za’klac;é ubytku fluorescence, exon 18,
gen [INF2. Barevné rozliSeni kiivek na piikladu intronové (c.2613-84G—A) a
exonové (c.2640T—C, p.Asp880) zamény. V obrazku jsou popsany nalezené
kombinace alel (prvni v pofadi — intronovd zdména, druhd v pofadi — exonova

zdména).

48




Normalized and Temp-Shifted Difference Plot (Normalizované kiivky tdni) Lsﬂg Zoom

g 17.958)
© 15 455]
© 14.955]
S 13.455]
= 11.955]
T 10455
£ 5555
g 7.455)
g 555
£ 4455
2955
1,455
0,045 |

Relative Signal D

g a5 5 w5 B % 55 en

Obrazek 14: Normalizované kiivky tani na zékllgzllga]rozdilﬁ fluorescence, exon 18,
gen INF2. Barevné rozliSeni kievek na ptikladu intronové (c.2613-84G—A) a
exonove (¢.2640T—C, p.Asp880). V obrazku jsou popsany nalezené kombinace alel

(prvni v poradi — intronova zaména, druhd v poradi — exonova zadména).

Exon 3 byl nejprve analyzovan podle vyse uvedeného standardniho postupu, avSak
nasledné¢ pouzit pro kompletni analyzu exonu 8b. Tento postup obsahoval
samostatnou PCR amplifikaci fragmenti v objemu 10,1 pl (zékladni reakéni smés
michéna v laboratofi) s anela¢nimi teplotami 69 °C pro exon 3 a 64 °C pro exon 8b v
ptistroji MyCycler verze 1.065 (Bio-Rad Laboratories, USA) s naslednou kontrolou
produkti pomoci gelové elektroforézy, viz kapitoly 5.2.2 a 5.2.4. Nésledné bylo
smichano 5 pl PCR produktu s 5 pl MasterMixu 2X. Tento protokol HRM analyzy
obsahoval pouze vybrané faze, ovSem se stejnymi podminkami, standardniho
postupu, kterymi byly aktivace polymerazy, zavére¢na elongace, HRM a chlazeni,

viz Tabulka 15 a Obrazek 10.

5.2.4. Gelova elektroforéza

Kontrolni elektroforéza produkti PCR amplifikace, HRM analyzy nebo restrik¢ni
analyzy byla provadéna na 2 % agar6zovém gelu po dobu 25 min pii konstantnim
napéti 150 V po PCR nebo HRM a po dobu 40 min a pti 130 V po restrik¢ni analyze.
Pro vizualizaci amplifikovanych fragmenti z HRM analyzy nebo PCR s Taq
polymerdzou béhem elektroforézy byla pouzita bromfenolovd modi smichand s
produktem amplifikace v poméru 3 p : 5 p. V ptipadé PCR reakce s pouzitim PPP
Master Mixu nebo kontroly po restrikci, kdy ob& smési jiz obsahuji barvu, stacilo

nanést 4 p produktu pfimo na gel. Soucasti gelu bylo vZzdy interkalacni barvivo
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GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, USA). Pro odecteni délky fragmentii byl
pouzit 100 bp zebticek (Thermo Scientific, USA). Produkty byly detekovany pomoci
UV transluminatoru LKB 2011 Macro Vue (Pharmacia LKB, Svédsko).

5.2.5. Sekvenovani

5.2.5.1. Sekvenacni reakce

Pro sekvenacni reakci byl pouzit sekvenacni kit BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA). Tabulky 19 a 20 shrnuji poméry slozek
reakéni smési a podminky sekvenacni reakce. Jako templat byly pouzity produky

z klasické PCR reakce nebo po HRM metod¢ (standardni i upraveny protokol).

Tabulka 19: Poméry slozek ve smési pro sekvenacni reakci.

Slozka Objem (pl) | Objem (pl) | Objem (pl)
BigDye Terminator Kit 2 1 0,4
BigDye Terminator Kit Sequencing Buffer 3 3,5 1,8
Voda (PCR, bez nukledz) 14 14,5 7,3
Primer (c = 10 pmol / pl) 0,4 0,4 0,2
Templat 0,6 0,6 0,3
Celkovy objem 20 20 10

Tabulka 20: Podminky sekvenacni reakce.

Faze Pocet cykla Teplota (°C) Cas (min.)
Aktivace polymerazy 1 96 03:00
96 00:20
Amplifikace 25 50 00:10
60 04:00
Zaveérecna elongace 1 60 01:00
Chlazeni 1 4 00

5.2.5.2. Postsekvenacni precisténi

Postsekvenacni precisténi bylo provadeéno dle nasledujiciho protokolu:
1) K20 pl produktu ptidat 52 pl smési skladajici se z 2 ul NaOAc (3 M) a 50 ul
EtOH (96 %), v pfipadé nizS§iho objemu produktu je potieba adekvatné snizit

mnozstvi pfiddvané smési
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2)  Nechat stat 15 min pti pokojové teploté

3)  Odstredit pti 14500 otackach po dobu 30 min
4)  Odsttiknout do bunicité vaty

5)  Piidat 60 pl EtOH (70 %) a promichat

6)  Odstredit pii 14500 otackach po dobu 10 min
7)  Odstiiknout do bunicité vaty

8)  Opakovat body 4 a 5

9)  Vysusit pii 40 °C po dobu 10 min

10) Piidat 30 pl formamidu

11) Zdenaturovat pii 95 °C po dobu 5 min

12) Zamrazit

5.2.5.3. Vlastni sekvenace

Produkt sekvenacni reakce byl po postsekvenacnim pieciSténi analyzovan na pfistroji
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems, USA) se zabudovany softwarem 3130
Series Data Collection Software v3.1 (Applied Biosystems, USA) za nasledujicich
podminek:

Délka kapilary — 36 cm; Polymer — POP-7™ Polymer for 3130/3130x] Genetic
Analyzers (Applied Biosystems, USA); Teplota dé¢liciho pole — 60 °C; Napéti pii
nasttiku — 1,2 kV; Napéti pfi analyze — 8,5 kV.

5.2.6. Analyza polymorfizmii délky restrik¢nich

fragmentu

Patogenita nové nalezené zdmeény p.Leul69Pro (c.506T>C) v genu ACTN4 byla
ovéfena pomoci analyzy polymorfizmii délky restrikénich fragmentli (RFLP), téz
nazyvana restrikéni analyza. Nejprve byl exon se zaménou amplifikovan pomoci
PCR reakce v objemu 15,7 ul a s anelacni teplotou primertt 68 °C, jejiz zakladni
smés byla michdna v laboratofi, s naslednou kontrolou ziskanych produkti, viz
kapitoly 5.2.2. a 5.2.4. Poté byl PCR produkt pouzit jako templat pro restrikci. Na
zaklad¢ analyzy sekvence tGseku se zdménou byla vybrana restrikéni endonukledza

Apal z fady FastDigest (Thermo Scientific, USA), ktera stfiha sekvenci se zaménou,
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viz Obrazek 15. Po restrikci nasledovala gelova elektroforéza a kontrola vysledkd,
viz kapitola 5.2.4. Tabulky 21 a 22 popisuji sloZeni reakéni smési a prab¢h reakce.

Obrazek 16 detailn¢ zobrazuje vysledek restrikéni analyzy.

5....6GGCC|C......... 3 ) Sekvence vyhleddvand
3.......CICCG GG........ 5 restriktdzou Apal

5...6GGCTC... 3 — Wild type sekvence
3......CCCGAG....... 5

5....GGGCCC...... 3 ' Sekvence se zaménou
3.CCCGGG........ 5

Obrazek 15: Analyza sekvence Stépené restrikéni endonukledzou Apal.

Tabulka 21: Poméry slozek ve smési pro restrikéni analyzu.

Slozka Objem (pl)
Voda (PCR, bez nukledz) 22
10X FastDigest Green Buffer 2
Restriktaza Apal (¢ = 1 pl na reakci) 1
Templat 5
Celkovy objem 30

Tabulka 22: Podminky restrikéni reakce.

Faze Pocet cykla Teplota (°C) Cas (min.)
Restrikce 1 37 60:00
Inaktivace enzymu 1 65 05:00
Chlazeni 1 4 00
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produkty restrikce

produkty PCR reakce

WT WT WT Fi L WT WT WT i L

Obrazek 16: Vysledek RFLP zobrazeny na agar6zovém gelu. Vlevo jsou zobrazeny
produkty PCR reakce a vpravo produkty restrikce (zkratky: WT = wild type, Z =
zaména, L = zebiicek (100bp)).

5.3. Expresni analyza

5.3.1. Reverzni transkripce

Pro piepis vyizolované RNA do cDNA byl pouzit SuperScript® VILO™ Synthesis
Kit (Invitrogen, USA) v celkovém reakénim objemu 40 pl (pfepisovano 2x po 20 pl).
V Tabulce 23 jsou uvedeny poméry zastoupeni jednotlivych slozek reakéni smési a
Tabulka 24 popisuje podminky reverzni transkripce. Prepis probihal v pfistroji
Mastercycler gradient (Eppendorf, Némecko).

Tabulka 23: Poméry slozek ve smési pro reverzni transkripci.

Slozka Objem (ul)
5X VILO™ Reaction Mix 4
10X SuperScript® Enzyme Mix 2
Voda (PCR kvalita, bez nukledz) 4
Templatovda RNA 10
Celkovy objem 20
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Tabulka 24: Podminky reverzni transkripce.

Faze Pocet cykla Teplota (°C) Cas (min.)
Faze 1 1 25 10:00
Faze 2 1 42 120:00
Faze 3 1 85 05:00

Chlazeni 1 4 o0

5.3.2.

Kvantitativni real-time PCR byla provedena na piistroji ABI Prism® 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA). Pro analyzu byly pouzity
karty TagMan® Array Micro Fluidic Cards (Applied Biosystems, USA), které
obsahovaly analyzované geny, a TagMan®Universal PCR Master Mix 2X (Applied
Biosystems, USA). Na kartu bylo naneseno 100 ul kazdého analyzovaného vzorku.

V Tabulce 25 jsou uvedeny analyzované geny, Tabulky 26 a 27 shrnuji sloZeni

Real-time PCR

reakéni smési a podminky real-time PCR.

Tabulka 25: Seznam gent, u kterych byla provedena expresni analyza. Informace o

funkcich proteini byly Cerpany z databazi NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a

OMIM (https://www.omim.org/).

Gen Funkce proteinu
ACE Konverze angiotenzinu I do angiotenzinu II
Receptor pro angiotenzin II, prostfednik pro ovlivnéni
AGTRI . o . : .
kardiovaskularniho systému angiotenzinem II
AGTR2 | Receptor pro angiotenzin I, prostfednik pti vyvolani buné¢né smrti
APOLI Soucast HDL lipoproteinii
CCLS5 Chemokin, chemoatraktant pro imunitni buniky
CCR3 Receptor pro rizné druhy chemokinil, napf. eotaxin
CCR5 Receptor pro rizné druhy chemokini, napi. CCL5
CD2AP | Regulace aktinového cytoskeletu
CDS0 Membranovy receptor exprimonavy antigen prezentujicimi buikami
CXCR3 | Chemokinovy receptor
IFNG Cytokin U¢astnici se napt. hematopoeze a proliferace T bun¢k
IL10 Cytokin Gcastnici se imunuregulace
IL12A4 Podjednotka cytokinu IL12
1118 Prozéanétlivy (;ytokin pr'odukové.n‘ napf. 'aktivovar'l}'/mi makrofagy,
Kupfferovymi buiikami a dendritickymi bunikami
IL2RA Podjednotka receptoru IL2
INF2 Remodelace aktinového cytoskeletu
KIRREL? | Soucast slit diaphragm, Gi€astni se buné¢né adheze
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Gen Funkce proteinu

MMPI4 | Degradace extracelularni matrix

NPHSI | Nefrin, dilezita soucast slit diaphragm, ucastni se bunééné adheze

NPHS? Podocin, ,dﬁl’eiité sou§é§t slit diaphragm, ucastni se regulace
glomerularni permeability

PLA2RI |Receptor pro fosfolipazu A2

PLCEI Katalyzuje hydrolyzu fostatidylinozitolu-4,5-bifosfat

PODXL | Dulezita soucast slit diaphragm, transmembranovy protein

SYNPO | Vazba k F-aktinu

TGFBI |Rustovy faktor regulujici napf. rast a diferenciaci bunék

TNFSF12 | Cytokin Gcastnici se napf. angiogenezi a bunécné smrti

TRPC6 | Transport vapenatych kationti do buné¢k

VEGFA | Rustovy faktor stimulujici buiikky endotelu k tvorbé novych cév

Tabulka 26: Poméry slozek ve smési pro real-time PCR.

Slozka Objem (pl)
TagMan®Universal PCR Master Mix 2X 50
Voda (PCR kvalita, bez nukledz) 10
Templatova cDNA 40
Celkovy objem 100

Tabulka 27: Podminky real-time PCR.

Faze Pocet cykla Teplota (°C) Cas (min.)
Faze 1 1 50 02:00
Faze 2 1 94,5 10:00
, 97 00:30
Faze 3 40 59,7 01:00
5.3.3. Vyhodnoceni vysledkii

Vysledky HRM analyzy byly vyhodnoceny pomoci programu LightCycler® 480
Gene Scanning Software 1.5 (Roche diagnostics, Svycarsko). Sekvenace byly
analyzovany pomoci programi 3130 Series Data Collection Software v3 (Applied
Biosystems, USA), Sequencing Analysis Software v5.4 (Applied Biosystems, USA)

a BioEdit (http://bioedit.software.informer.com/7.1/). Referen¢ni sekvence pouzité

ke kontrole sekvenaci popusuje Tabulka 28.

Vysledky z kvantitativni real-time PCR byly vyhodnoceny pomoci programtit SDS
2.2.2 (Applied Biosystems, USA) a ExpressionSuite Software v1.0 (Applied

Biosystems, USA). Jako reference pro normalizaci ziskanych dat byl pouzit gen
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GAPDH. Hodnoty relativnich expresi u jednotlivych gent byly vypocteny podle
vzorce: 22D Hodnota AC(T) byla vypoétena podle vzorce: C(T)analyzovany gen —

C(T)referenéni gen [107] .

Tabulka 28: Referen¢ni sekvence pouzité ke kontrole sekvenaci.

Gen Referen¢ni sekvence pro Referené.ni sekvence pro
exony introny
INF2 NM 022489.3 NG 027684.1
ACTN4 NM 004924.3 NG 007082.2
TRPC6 NM 004621.4 NG 011476.1
NPHS?2 NM 014625.1 NG 007535.1

5.4. Statistika

Pro nalezené exonové polymorfizmy byly vypocteny alelové frekvence. Hardy-
Weinbergova rovnovaha byla testovana pomoci Pearsonova X? testu.

Pro statistické vyhodnoceni vysledki expresni analyzy byly pouzity popisné
statistiky a Mann-Whitney test s hladinou vyznamnosti 5 % a Bonferroniho korekei.
Vsechny statistické analyzy byly provedeny v programu STATISTICA verze 10 a 12
(StatSoft CR s.r.o., CR).

5.5. Software a databaze

5.5.1. Software

3130 Series Data Collection Software v3.1 (Applied Biosystems, USA)
BioEdit (http://bioedit.software.informer.com/7.1/)

ExpressionSuite Software v1.0
(https://www.thermofisher.com/cz/en/home/technical-resources/software-
downloads/expressionsuite-software.html)

Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/)

LightCycler® 480 Gene Scanning Software 1.5 (Roche diagnostics, Svycarsko)
MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/)

NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/)

PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
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Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php)

SDS 2.2.2 (Applied Biosystems, USA)

Sequencing Analysis Software v5.4 (Applied Biosystems, USA)
SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/)

STATISTICA verze 10 a 12 (StatSoft CR s.r.o., CR)

Webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/)

5.5.2. Databaze

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html)

ExAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/)

gnomAD Browser (http://gnomad.broadinstitute.org/)

HGMD (https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/start.php)
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

OMIM (https://www.omim.org/)

Pathway Commons (http://www.pathwaycommons.org/about/)

REBASE (http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html)
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6. VYSLEDKY

6.1. Mutacni analyza genu ACTN4

V ramci diplomové praci byla provedena mutacni analyza genu ACTN4 u 48
pacientii s FSGS/MCD. V dizerta¢ni praci bylo na tuto studii navdzano a vybrané
exony 18 a 19 genu ACTN4 byly analyzovany u pacienti s IgAN (155 pacientll) a
MGN (56 pacientil). Zaroven byl tento gen analyzovan i u 3 vybranych pacientt (€.

133, 134 a 138) ze souboru pro mutacni analyzu genu /NF2, viz nasledujici kapitoly.

6.1.1. Zaména p.Asn748Asp

Kandidatni kauzalni zaména p.Asn748Asp (c.2242A>G) nachézejici se v exonu 18
(referencni sekvence NM_004924.3) byla predstavena jiz v diplomové praci.
Substituce byla identifikovana v té dobé u 59leté Zeny s FSGS a s pozitivni rodinnou
anamnézou, které byl nefroticky syndrom diagnostikovan v 54 letech. Kauzalita nové
nalezené substituce byla ovéfena na souboru 48 zdravych dobrovolnikd a
konzervovanost oblasti byla zkoumana u riznych zivocisnych druhti.

V ramci dizertacni prace byla provedena mutacni analyza exonu 18 na souborech
pacientl s IgAN a MGN, avSak zdména p.Asn748Asp (c.2242A>G) nebyla nalezena
u zadného pacienta z téchto skupin. Zaroven byl rozSiten soubor zdravych kontrol,
takze kauzalita nové substituce byla ovéfena celkem na 200 dobrovolnicich, viz
Obrazek 17. Rovnéz se podafilo dohledat dceru probandky, u které byla také
diagnostikovdna FSGS. Tato Zena je v soucasné dobé¢ jiz po rendlni transplantaci.
Nésledna mutacni analyza exonu 18 prokazala pfitomnost stejné zamény
p-Asn748Asp (c.2242A>Q) 1 u dcery probandky, viz Obrazky 18 a 19. Kauzalitu této
zamény podpofilo 1 vysoké skore programli PolyPhen-2 (0,983) a Mutation Taster

(,,disease causing®).
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Obrazek 17: Normalizované kiivky tani na zaklad¢ rozdild fluorescence, exon 18,
gen ACTN4. Zelené kiivky (zaména) zobrazuji probandku se zaménou c¢.2242A>G
(p-Asn748Asp), modré kiivky zobrazaji normaly s wild type sekvenci.
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Obrazek 18: Normalizované kiivky tani na zakladé ubytku fluorescence, exon 18,
gen ACTN4. Cervené kiivky (zaména) zobrazuji probandku se zaménou ¢.2242A>G
(p.Asn748Asp) a jeji dceru se stejnou substituci, modré ktivky zobrazuji normaly

s wild type sekvenci.

zameéna wild type
CCCGCACCATCGACGAGG CCCOCOCACCAT CAACG ACG

Obrazek 19: Porovndni DNA sekvence probandky se zaménou c.2242A>G
(p.Asn748Asp) a wild type sekvence.
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6.1.2. Exon 19

V exonu 19 byl ve studovanych souborech pacientli a zdravych kontrol identifikovan
vysoky pocet zamén, z cehoz Ize usuzovat, ze se jedna o velmi variabilni oblast genu
ACTN4. Vsechny nalezené zamény, vcetné vysledka pacientd s FSGS/MCD, které
byly popsany jiz v diplomové praci, ptehledné zobrazuje Tabulka 29.

Tabulka 29: Souhrn zamén nalezenych v exonu 19 a prilehlych oblastech genu
ACTN4 u pacienti s FSGS/MCD (48 pacientll), I[gAN (155 pacientd) a MGN (56
pacientll) a 200 zdravych kontrolach. Pro gen ACTN4 byly pouzity referencni
sekvence NG _007082.2 a NM_004924.3 (pomoci této zapsano v tabulce). NT =

nukleotid, AK = aminokyselina.

Zaména NT Zaména AK 117\28]5)/ IgAN | MGN | Kontroly
c.2351C>T p.Ala784Val 0 2 0 0
c.2352G>A p.Ala784Ala 1 13 9 16
c.2353C>T p.Leu785Leu 0 12 1 10
c.2355G>A p.Leu785Leu 0 9 2 3
c.2356G>A p.Gly786Arg 0 15 5 13
c.2358G>A p.Gly786Gly 0 4 1 3
¢.2359C>T p-Pro787Ser 0 8 | 13
¢.2360C>T p.Pro787Leu 3 41 6 29
c.2361C>T p.Pro787Pro 1 18 2 6
c.2378G>A p.Cys793Tyr 0 1 0 0
c.2393G>A p.Gly798Asp 0 1 0 0
c.2401G>A p.Val801Met 0 1 1 0

c.2418+8A>G 0 1 0 0
c.2418+13G>A 0 0 1 1
c.2418+14G>A 0 0 0 3
c.2418+15G>A 0 0 0 1
c.2418+16C>T 0 2 0 7
c.2418+17C>T 0 2 0 9

Dosud nepopsand zaména p.Cys793Tyr (c.2378G>A), viz Obrazek 20, byla nalezena
u v té dobé 35leté Zeny trpici od détstvi IgA nefropatii. Probandka méla negativni
rodinnou anamnézu a nereagovala na 1écbu imunosupresivy. Hodnota proteinurie a
kreatininu u ni dosahovala 2,8 g / 24 hod., respektive 150. Predikéni program
PolyPhen-2 pfifadil této zameéné skore 0,961 a program Mutation Taster ji oznacil za

,»disease causing®, zaroven nebyla nalezena u zadné z 200 analyzovanych zdravych
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kontrol. Nasledn¢ bylo ovéfeno, ze se jednd o konzervovanou aminokyselinu u vSech

porovnavanych zivocisnych druht, viz Obrazek 22.

zamena wild type
CCTGCCT CAT CAG CCTGGG CCTGCCT CAT CAG CCTGGO

Obrazek 20: Porovnani DNA sekvence probandky se zaménou c¢.2378G>A
(p.Cys793Tyr) a wild type sekvence.

Dalsi dosud nepopsana zaména p.Gly798Asp (¢.2393G>A), viz Obrazek 21, byla
identifikovana u v té dobé 59leté Zeny s negativni rodinnou anamnézou trpici IgA
nefropatii. Protenurie u probandky dosahovala hodnoty 5 g / 24 hod. Substituce
nebyla identifikovana u zadné z 200 zdravych kontrol. Predikéni program Mutation
Taster ji oznacil za ,,disease causing* a program PolyPhen-2 ji ptifadil skére 0,998.
Zaroven byla prokdzana konzervovanost substituované aminokyseliny u

porovnavanych zivociSnych druht, viz Obrazek 22.

zameéna wild type
CAGCCTGGUA CTACGACGTGGEG CAGCCTGGGCTACG ACGTGC

Obrazek 21: Porovnani DNA sekvence probandky se zdménou ¢.2393G>A
(p-Gly798Asp) a wild type sekvence.
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Homo sapaiens

Macaca mulata
Nomascus leugocenys
Pongo abelii

Mus musculus
callithrix jacchus
Monodelphis domestica
Cricetulus griseus
Sus scrofa

Bo= taurus

Cani=z lupus familuaris
Ccavia porcellus
Rattus novergicus
Gallus gallus
Heterocephalus grater

FRASFNHFDEDHGGALGPEEFEL
FRASFNHFDEDHGGALGPEEFEL
FEASFNHFDEDHGGALGEFEEFEA
FRASFNHFDEDHGGALGFEEFFA
FRASFNHFDEDHGGALGPFEEFFA
FRASFNHFDEDHGGALGPEEFFRA
FRASFNHFDEDHGGALGPEEFERA
FRASFNHFDEDHVGALGPEEFEL
FEASFNHFDEDHGGALGEFEEFEA
FRASFNHFDEDHGGALGFEEFFRA
FRASFNHFDEDHGGALGPFEEFFA
FRASFNHFDEDHGGALGPEEFFAR
FRASFNHFDEDHGGALGPEEFFRA
FRASFNHFDEDHCGALGPEEFERA
FRASFNHFDEDHGGALGPEELER

LISLSYDVENDROQGEAREFNRIMSLV
LISLSYDVENDROGEAEFNRIMSLV
LISLSYDVENDROQGEAEFNRIMSLV
LISLSYDVENDRQGEREFNRIMSLV
LISLSYDVENDRQGDAEFNRIMSVY
LISLSYDVENDRQGDAEFNRIMSLV
LISLSYDVENDRQGDAEFNRIMSVV
LISLSYDVENDROQGDAEFNRIMSVV
LISLSYDVENDROQGDAEFNRIMSWVV
LISLSYDVENDROQGDAEFNRIMSWVY
LISLSYDVENDRQGDAEFNRIMSVY
LISLSYDVENDRQGDAEFNRIMSVY
LISLSYDVENDRQGDAEFNRIMSVV
LISLSYDVENDRQGDAEFNRIMSLV
LISLSYDVENDRQGDAEFNRIMSVY

Obrazek 22: Porovnani ¢asti sekvence exonu 19 mezi riznymi zivo¢iSnymi druhy.
V cerveném ramecku je vyznacena aminokyselina Cystein v pozici 793 a ve zlutém

ramecku je vyznacena aminokyselina Glycin v pozici 798.

6.1.3. Zameéna Leul69Pro

Dosud nepopsand zdména Leul69Pro (506T>C) nachdzejici se v exonu 5 genu
ACTN4 (referentni sekvence NM 004924.3) byla nalezena v té dobé u 32letého
muze zafazené¢ho do specialniho souboru pacienti pro analyzu genu INF2 (¢. 138),
ktery mél pozitivni rodinnou anamnézu (matka). Proband narozeny v Italii dospél ve
svych 29 letech k nejasnému selhani ledvin (symptomy byly vysoky tlak, otoky,
nevolnost, brnéni koncetin) a zacal dochdzet na dialyzu. V soucasnosti je jiZz po
transplantaci ledvin. Adoptovana matka probanda zemfela v 66 letech, od 38 let
trpéla chronickym selhanim ledvin a byla dialyzovana, nasledné podstoupila
transplantaci ledvin. Z histologickych nalezi matky probanda (zaslany z Italie)
plyne, Ze se u ni jednalo o fokéalni segmentalni glomerulonefritidu ve sklerotizujici
fazi, stav velmi podobny fokalni glomeruloskler6ze. Otec probanda a jeho 2 bratfi
jsou zdravi a zdména u nich nebyla nalezena. Podrobné¢ na Obrazcich 23 az 25.

Substituce Leul69Pro (506T>C) se nachazi v doméné vazajici aktinova vladkna. Dle
predikénich programi mé tato zdména vysokou pravdépodobnost kauzality.
Predik¢ni program PolyPhen-2 ji pfifadil skore 0,985 a program Mutation Taster ji
oznacil za ,disease causing®. Vyskyt zdmény byl rovnéz ovéfen na souboru 160
zdravych kontrol (80 muzl, 80 zen, celkem 320 chromozomil), avSak u zadného
znich nebyla nalezena, viz Obrazek 26. Zaroven bylo prokdzano, ze se jednd o

konzervovanou aminokyselinu napfi¢ Zivoc¢isSnou fisi.
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Obrazek 23: Genealogické schéma rodiny probanda II/3, u kterého byla
identifikovana substituce Leul69Pro (506T>C).

zameéna F zaména R wild type R
GGGCCCCTTCTICTGGT G GGAGCCCTITCCTTGGCC GGAGCCCTTCCTTGGCC

Obrazek 24: Porovnani DNA sekvence probanda se zaménou 506T>C

(p.Leul69Pro) a wild type sekvence. F = piimé sekvence, R = zpétna sekvence

produkty restrikce

produkty PCR reakce

Obrazek 25: Analyza RFLP zobrazend na agar6zovém gelu v rodin€ probanda se
zaménou Leul69Pro (506T>C). Vlevo jsou zobrazeny produkty PCR reakce a
vpravo produkty restrikce (Cisla: 1 = otec probanda, wild type; 2 a 3 = bratfi
probanda, wild type; 4 = proband, zdména; zkratka: L = Zebticek, 100bp).
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Obrazek 26: Analyza RFLP zobrazena na agar6zovém gelu zamény Leul69Pro
(506T>C) s normaly. Horni obrazek zobrazuje produkty PCR reakce a dolni
produkty restrikce (zkratky: B = kontrolni PCR produkt bez restrikce; L = zebfticek,
100bp; NK = negativni kontrola, wild type; PK = pozitivni kontrola, zaména).

U probanda ¢. 138 a jeho zdravych piibuznych byl také nalezen polymorfizmus
Asn182, ktery pravdépodobné nema vliv na fenotyp pacienta. Stejny polymorfizmus
v genu ACTN4 byl také nalezen u pacienti ¢. 133 a 134 zatazenych rovnéz do

souboru pro analyzu genu INF2.

6.2. Mutacni analyza genu INF2

6.2.1. Zamény nalezené v exonech

U vySetfovanych pacienti s FSGS a MCD byly nalezeny 2 jiz znamé kauzalni
substituce. Jednalo se o p.Arg214His a p.Arg218Gln, viz néasledujici kapitoly.
Zaroven byly nalezeny dal§i znamé i neznamé zamény ménici aminokyselinu, které

vSak pravdépodobné nemaji vliv na fenotyp svych nositeld. Rovnéz byly nalezeny
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polymorfizmy neménici aminokyselinu. VSechny substituce nalezené v exonech

genu /INF?2 souhrnné zobrazuje Tabulka 30.

Tabulka 30: Souhrn zdmén nalezenych v exonech genu /NF2 na zakladé porovnani
s referen¢ni sekvenci NM_022489.3. Tu¢né jsou zobrazeny kauzalni mutace, kurziva

zobrazuje nové substituce. NT = nukleotid, AK = aminokyselina.

Exon Zaména NT Zaména AK Frekvenc_e alely v %
(n=115)
2 c.42 G>A p.Leuld 0,9
2 c.105 C>T p.Pro35 97,4
4 c.579 C>T p.Tyr193 0,4
4 c.641 G>A p.Arg214His 0,4
4 €.653 G>A p.Arg218Gin 0,9
7 c.879G>A p-Ser293 0,9
7 c.885G>A p.Leu295 0,4
8 c.1472C>T p.Pro491Leu 0,4
8 c.1499C>T p.Pro500Leu 0,4
8 c.1582C>T p.Pro528Ser 0,9
18 c.2640T>C p-Asp880 60,0
21 c.3066T>C p.Asp1022 68,3
21 c.3108T>C p.Leul036 0,4
21 c.3163C>T p-Prol055Ser 0,4
21 c.3169C>T p-Prol057Ser 2,2
21 c.3170C>T p-Prol057Leu 1,3
21 c.3177C>T p-Prol059 0,9
21 c.3179C>T p-Thr1060lle 3,5
21 c.3180C>T p.Thr1060 1,7
21 c.3181C>A4 p.-Leul061Met 0,9
21 c.3181C>T p.Leul061 1,3
21 c.3207A>C p.Pro1069 40,4
21 c.3207A>G p.Pro1069 40,9
21 c.3286C>T p.Pro1096Ser 7,8

6.2.1.1. Zaména p.Arg214His

Znama kauzalni zaména p.Arg214His (641G>A) [98] nachazejici se v exonu 4
(referencni sekvence NM_022489.3) byla nalezena v té dob¢ u 51leté Zzeny s FSGS,
kterd méla pozitivni rodinnou anamnézu (otec a stryc). Jeji dvé dcery jsou zdravé, viz

Obrazky 27 a 28. U probandky byla prokazana ptitomnost bilkoviny v moci jiz
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v détstvi. Ackoliv pacientka trpi zaroven diabetem mellitem druhého typu,
hypertenzi a obezitou, mé& pouze mirnou chronickou renélni insuficienci (stupen 2) a

malou proteinurii (1-3 g/ 24 hod.).

o i

1 2

Obrazek 27: Genealogické schéma rodiny probandky II/3, u které byla
identifikovana substituce 641G>A (p.Arg214His).

zamena wild type

GCGCGCGCGCACCCAG GCGCGC GC GCACCCAG

Obrazek 28: Porovnani DNA sekvence probandky se zaménou 641G>A
(p.-Arg214His) a wild type sekvence.

6.2.1.2. Zaména p.Arg218GIn

Popsana kauzélni substituce p.Arg218GIn (653G>A) [98], ktera se nalézd rovnéz
v exonu 4 (referencni sekvence NM 022489.3) byla identifikovdna u dvou bratrii
v té dobé¢ 32lety, respektive 31lety. Probandi méli pozitivni rodinnou anamnézu pro
rendlni onemocnéni (otec, babicka, teta a sestfenice). Otec probandi dosdhl ESRD

v 57 letech (v podobném véku dosdhly ESRD 1 babicka a teta probandil), zatimco
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probandi jiz v 27 letech, respektive v 31 letech. Nésledné byli vySetieni mladsi bratr
probandd, jejich rodice a sestfenice. Zameéna p.Arg218GIn (653G>A) byla nalezena
u vSech vySetfovanych nemocnych ptfibuznych (otec a sestienice), avSak zdravi

piibuzni (matka a bratr) méli sekvenci exonu 4 bez zdmény, viz Obrazky 29 a 30.

O

1 2 3 4 5

g B
/7
Obrazek 29: Genealogické schéma rodiny probandl III/1 a III/2, u kterych byla

identifikovana substituce p.Arg218GIn (653G>A). Stejna substituce byla nalezena i

u otce II/2 a sestienice 111/4 probandu.

zdména wild type
AWC CCAGCTGOGC GG AACGAGTTTAT ACCCAGC TGCAGAACGAGTT TAT

vt oot

Obrazek 30: Porovnani DNA sekvence jednoho z probandl se zdménou 653G>A

(p-Arg218GlIn) a wild type sekvence.

6.2.2. Zamény nalezené v intronech

U zamén nalezenych v intronovych oblastech neni pravdépodobné, Ze by néjakym
zpusobem ovlivitiovaly zdvaznost nebo pritbéh onemocnéni pacientd, u kterych byly

identifikovany. Pfehledné v Tabulce 31.
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Tabulka 31: Ptfehled nalezenych intronovych substituci v genu INF2 na zakladé¢

porovnani

s referen¢ni

NM 022489.3. IVS = intron.

sekvenci

NG _027684.1.

Zapsany pomoci

sekvence

Cislo intronu Substituce
IVS 2 c.391+17G>A
IVS 3 ¢.507+6C>T
IVS 3 ¢.508-23C>T/A
IVS 3 ¢.508-22C>T
IVS 3 ¢.508-21C>T
IVS 3 ¢.508-16C>T
IVS 3 ¢.508-15C>T
IVS 3 ¢.508-14C>T
IVS 3 ¢.508-12C>T
IVS 3 ¢.508-11C>T
IVS 3 ¢.508-10C>T
IVS 3 ¢.508-7C>T
IVS 3 ¢.508-6C>T
IVS 4 ¢.668-78T>G
IVS 4 €.668-32C>T
IVS 4 c.668-31G>A
IVS 5 ¢.702-57G>A
IVS6 c.843+16C>T
IVS 6 ¢.843+33C>T
IVS 8 c.1735+73G>A
IVS 8 c.1736-51G>A
IVS 9 c.1887+5G>A
IVS 9 c.1887+10G>A
IVS 9 c.1888-80G>A

IVS 10 c.1949+16A>G
IVS 10 ¢.1950-10C>T
IVS 11 ¢.2052+15C>T
IVS 11 ¢.2052+16C>T
IVS 11 ¢.2052+22C>T
IVS 11 ¢.2052+23C>T
IVS 11 ¢.2052+27C>T
IVS 11 ¢.2052+28C>T
IVS 11 ¢.2133-55G>A
IVS 11 c.2133-53G>A
IVS 11 c.2133-51G>A
IVS 11 c.2133-50G>A
IVS 11 c.2133-47G>A
IVS 11 c.2133-46G>A
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Cislo intronu Substituce
IVS 11 c.2133-45G>A
IVS 13 ¢.2239+53G>A
IVS 13 ¢.2239+57G>A
IVS 13 €.2239+67C>T
IVS 13 €.2239+69C>T
IVS 13 c.2239+94A>G
IVS 14 ¢.2310+8delA
IVS 16 ¢.2489+21C>T
IVS 16 ¢.2489+53T>C
IVS 16 ¢.2489+62G>C
IVS 16 c.2489+115G>A
IVS 16 c.2489+117C>T
IVS 16 ¢.2490-20C>T
IVS 17 c.2613-84G>A
IVS 18 ¢.2776-81C>G
IVS 19 c.2878+22G>T
IVS 22 ¢.3750+31delC

6.3. Mutacni analyza genti NPHS2 a TRPC6

Mutaéni analyza gent NPHS2 a TRPC6 byla indikovana u 3 pacientil (¢. 133, 134 a
138) zaroven zatazenych do souboru pro analyzu genu /NF2. U probandii bylo
v téchto genech nalezeno né€kolik exonovych a intronovych polymorfizmi, které

samostatn¢ pravdépodobné neovliviiuji fenotyp vySetiovanych osob, viz Tabulka 32.

Tabulka 32: Ptehled polymorfizmii nalezenych v genech NPHS2 a TRPC6 u
pacientt €. 133, 134 a 138 ze souboru pro analyzu genu INF2. Pro gen NPHS2 byly
pouzity referencni sekvence NG 007535.1 a NM 014625.1 (pomoci této zapsano
v tabulce) Pro gen TRPC6 byly pouzity referencni sekvence NG 011476.1 a
NM_004621.4 (pomoci této zapsano v tabulce). IVS = intron.

NPHS?2 TRPC6
IVS 1: 171-20A>G
IVS 2: 945+129C>T
Ala404Val

Ala316 Asp561

IVS 10: 2485-138C>T
IVS 12: 2644del. -22 az -24

GIn904

69



6.4. Expresni analyza

Vysledky studie neprokdzaly zadné statisticky vyznamné rozdily v Grovni expresi
analyzovanych genli mezi soubory pacienti s FSGS a MCD. V obou skupinach
pacientil byla zjisténa vysoka variabilita hodnot. Detailn¢ v Tabulce 33 a Obrazku
31. Zaroven se nepotvrdila pouzitelnost poméru genit NPHS2 a SYNPO pro rozliSeni
diagnoz FSGS a MCD. Pomér expresi téchto genti vykazoval v obou souborech opét

vysokou variabilitu. Podrobnéji v Tabulce 34 a Obrazku 32.

Tabulka 33: Vysledky statistické analyzy studovanych genli mezi skupinami
pacientll s FSGS a MCD. Hodnoty byly zaokrouhleny. Max. = maximum, Med. =

median, Min. = minimum

P hodnota Exprese u pacientt Exprese u pacienti
Gen (FSGS vs. s FSGS s MCD
MCD) Med. | Min. Max. | Med. | Min. | Max.
ACE 0,45 37,73 | 2,42 | 518,82 | 40,05 | 26,15 | 239,94
AGTRI 0,85 1,78 0,05 9,63 2,36 0,87 4,88
AGTR?2 0,11 0,75 0 6,10 2,31 0,31 2,24
APOLI1 0,90 27,36 | 10,85 | 111,19 | 34,70 | 10,48 | 390,12
CCL5 0,95 9,43 1,86 20,00 | 10,27 | 1,14 | 183,39
CCR3 0,95 0,64 | 0,04 10,18 0,43 0,12 8,88
CCR5 0,75 5,07 1,18 23,37 3,70 0,75 | 28,07
CD2A4P 0,31 367,80 | 161,99 | 1629.02 | 455,65 | 274,14 | 813,94
CD80 0,95 0,24 | 0,08 0,84 0,33 0,07 1,73
CXCR3 1,00 0,50 0,09 1,64 0,30 0,10 1,86
IFNG 0,25 0,17 0 0,53 0,03 0 0,96
IL10 0,70 0,27 0,04 1,11 0,46 0,10 3,08
IL124 0,35 0,41 0,22 1,85 0,33 0,14 2,41
IL18 0,43 9,60 0,88 22,32 | 12,54 | 0,28 | 23,10
IL2RA 0,95 0,78 0,21 6,38 1,42 0,23 15,55
INF?2 0,75 0,07 0,02 0,20 0,08 0,02 0,37
KIRREL2 0,37 1,07 0,13 3,60 1,14 0,36 | 10,81
MMP14 1,00 49,14 | 12,24 | 269,99 | 40,27 | 10,54 500
NPHS1 0,25 53,47 | 0,52 | 647,97 | 77,86 | 19,38 | 587,64
NPHS?2 0,23 28,66 0 163,39 | 53,73 | 6,97 | 249,77
PLA2RI 0,31 32,60 | 4,89 | 274,35 | 3595 | 14,28 | 40,34
PLCEI 0,31 12,31 | 3,59 63,60 | 14,05 | 3,30 | 105,77
PODXL 0,41 239,48 | 16,40 | 2138,20 | 290,78 | 106,95 | 2283,11
SYNPO 0,23 30,27 | 5,87 | 274,92 | 45,09 | 10,45 | 341,04
TGFBI 1,00 14,00 | 5,16 47,15 | 17,06 | 592 | 167,01
TNFSF12 0,44 1,38 0,66 6,51 1,25 0,64 | 29,26
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P hodnota

Exprese u pacientii

Exprese u pacientii

Gen (FSGS vs. s FSGS s MCD
MCD) Med. | Min. Max. Med. | Min. | Max.
TRPC6 0,51 1,38 0,57 4,20 0,89 0,54 10,11
VEGFA 0,41 173,50 | 29,02 | 1521,49 | 197,92 | 120,57 | 1783,86

Tabulka 34: Vysledky statistické analyzy poméru expresi gentit NPHS2/SYNPO

mezi skupinami pacientd s FSGS a MCD. Hodnoty byly zaokrouhleny. Max.

maximum, Med. = median, Min. = minimum

P hodnota | Exprese u pacienti Exprese u pacientu
Pomér (FSGS vs. s FSGS s MCD
MCD) Med. | Min. | Max. | Med. | Min. | Max.
NPHS2/SYNPO 0,57 0,82 0 1,68 094 | 0,15 1,23

A Rn (Log)

A Rn (Log)

A Rn vs. Cyklus [Log)

Obrazek 31: Ptiklad variability expresi.

a) Amplifikacni kiivky genu NPHS?2.

b) Amplifikacni kiivky genu SYNPO.

Zluta = pacienti s FSGS, modra pacienti s MCD.
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Obrazek 32: Grafické vyjadieni hodnot poméru expresi geni NPHS2 a SYNPO u
pacientii s FSGS a MCD.
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7. DISKUZE

Castymi pii¢inami nefrotického syndromu jsou FSGS a MCD. Zatimco se MCD
podili na vyvoji NS pfevazné u déti a mladistvych, u vétsiny dospélych pacientl je
NS zptisoben FSGS. S geneticky podminénou formou FSGS jsou spojovany rtizné
geny, mezi které patii i ACTN4 a INF2. Tato dizertacni prace navazala na
diplomovou praci autorky, kterd se podrobné¢ vénovala genu ACTN4 u pacientl
s FSGS a MCD. V ramci doplnkové analyzy genu ACTN4 byla dovysetiena dcera
probandky se zdménou p.Asn748Asp, kterd byla predstavena jiz v diplomové praci
autorky jako nova kandidatni kauzalni mutace. Dcera rovnéz trpéla FSGS a
v soucasné dobg je jiZ po rendlni transplantaci. U dcery byla nalezena stejnd zdména
jako u matky, coz podporuje vysokou pravdépodobnost kauzality této mutace.

U pacienti s IgAN a MGN se analyza genu ACTN4 zaméfila hlavné na exon 19. Dle
mnozstvi nalezenych zamén u vSech zkoumanych diagn6z l1ze usuzovat, ze se jedna o
velmi variabilni oblast genu. V této oblasti byly nalezeny i dvé nové zamény
Cys793Tyr a Gly798Asp. Obé substituce byly prokdzadny u pacientek s IgAN,
pfiéemz ob& Zeny mély negativni rodinnou anamnézu. Zadna ze zamén nebyla
nalezena u zdravych kontrol a predikéni programy Mutation Taster a PolyPhen-2 jim
ptfisuzuji vysokou pravdépodobnost kauzality. Pokud by se v budoucnu potvrdila
kauzalita téchto substituci, znamenalo by to, Ze mutace v genu ACTN4 mohou byt
pfi¢inou nejenom FSGS, ale ovliviiovat 1 priabéh IgAN.

Poslednim zajimavym ndlezem v genu ACTN4 byla identifikace nové zamény
Leul69Pro. Nositelem substituce byl mlady muz (ze specidlni skupiny pacientil)
s nejasnym selhanim ledvin, ktery je v soucasnosti jiZ po renalni transplantaci. Dle
predikénich programi Mutation Taster a PolyPhen-2 se jednd s vysokou
pravdépodobnosti o kauzalni mutaci, coz podporuje 1 fakt, ze tato substituce nebyla
nalezena u zadného zdravého ptibuzného probanda (otec a bratii) a zdroven u Zadné
analyzované zdravé kontroly. Vysokou pravdépodobnost kauzality podporuje i
lokalizace zdmény. Nachazi se v domén¢ vazajici aktinova vlédkna, pficemz se jedna
V ramci této dizertacni prace byla zavedena mutacni analyza genu /NF2 a nésledné
byl tento gen vySetfen u 109 pacienti s FSGS nebo MCD a ve specidlni skupiné 6
pacientli, kterda zahrnovala osoby s pozitivni rodinnou anamnézou pro ESRD

v kombinaci s pokroc¢ilou CKD nebo jiz vyvinutym ESRD v dobé€ diagnézy. V rdmci
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analyzy genu INF?2 byly nalezeny 2 jiz dfive popsané kauzalni mutace p.Arg214His a
p-Arg218His [98]. Prvni mutace byla identifikovana u 51leté zeny s FSGS, ktera
méla pozitivni rodinnou anamnézu (otec, stryc). Ackoliv pacientka trpi i diabetem
mellitem, hypertenzi a obezitou, méla pouze mirnou renalni insuficienci s nizkou
proteinurii. Dvé dcery probandky jsou zatim zdravé, avSak moznost genetického
vySetfeni odmitly. Druha mutace byla nalezena v roding, jejiz dva Clenové byli
zatazeni do specidlni skupiny pacientii. Oba bratii dospéli k ESRD ve velmi mladém
veku 27, respektive 31 let. Stejnd mutace byla identifikovdna i u ostatnich ¢lenti
rodiny s onemocnénim ledvin, jejichz vzorky DNA byly k dispozici. Soucasné nalez
kauzalni mutace v této rodin¢ podporuje i domnénku, ze gen INF2 miize byt pfi¢inou
dalsich onemocnéni ledvin, véetné jejich selhani z nejasnych pticin [108].

Nejcastéji nalézana substituce byla p.Pro35Pro s alelovou frekvenci pies 97 %, coz
koresponduje s vyskytem uvadénym v databdzich ExAC Browser a gnomAD
Browser. Zaroven byly v genu INF2 nalezeny dalsi exonové i intronové zamény, u
kterych vsak neni pravdépodobny podil na fenotypu zahrnutych pacienti.

Tato analyza zabyvajici se genem INF2 u pacientll s FSGS nebo MCD byla prvni
svého druhu v Ceské republice, a proto je pro srovnani nutné uvést zahraniéni studie.
Takovym ptikladem mohou byt prace skupin Brown a kol. a Boyer a kol., které
provedly analyzy u pacienti s FSGS a prokazaly, ze mutace v genu /NF2 mohou
zapti€init vznik FSGS [98,104]. Ackoliv bylo jiz diive prokézdno, ze mutace v genu
INF?2 se vyskytuji spiSe u familiarni FSGS nez u sporadické formy [98,104,109,110],
do analyzy prezentované v ramci této prace byli zafazeni pacienti s obéma formami
onemocnénti.

Ze specialni skupiny pacientli byly rovnéZz vybrany 3 osoby, které podstoupily
kompletni muta¢ni analyzu genit NPHS2 a TRPC6. Vsichni testovani pacienti byli
nositelé¢ polymorfizmu Ala404Val v genu TRPC6. Dle dostupné literatury by tato
zaména mohla mit vliv na pribéh onemocnéni, pokud se nachazi v kombinaci
s kauzalni mutaci v nékterém z gent spojen¢ho s nefropatiemi [111]. Tuto domnénku
potvrzuje 1 fakt, Ze vSichni pacienti byli nositelé takovéto kombinace (jiz diive
popsana kauzalni mutace nebo kandidatni kauzalni mutace) a dosahli ESRD ve velmi
mladém véku.

Expresni analyza neprokédzala zadné statisticky vyznamné rozdily v expresich
studovanych genli mezi pacienty s primarni FSGS a MCD. Ziskané hodnoty byly

v obou skupindch pacienti velmi variabilni stejné¢ jako pomér expresi genl
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NPHS2/SYNPO. Z tohoto vyplyva, ze pomér téchto gentli nelze pouzit pro rozliSeni
pacientii s FSGS a MCD a neni to tedy vhodny marker pro rozliSeni téchto dvou
diagnoz, jak se domniva Schmid a kol. [112]. Vysokou variabilitu hodnot expresi
prezentovanych v této praci vSak mohl zpusobit fakt, ze do skupiny FSGS byli
zafazeni pacienti s riznymi histologickymi nélezy v ramci Kolumbijské klasifikace
[30]. Dalsi skutecnosti, kterd mohla zkreslit vysledky, je, Ze ob¢& skupiny obsahovaly
nevyvazeny pocet pacientli. Do budoucna by tedy bylo vhodné pokusit se ziskat dalsi
vzorky MCD a primarnich FSGS, ty roztfidit dle Kolumbijské klasifikace a provést
doplnujici expresni analyzu. Problematice rozliSeni pacienti s FSGS a MCD byla jiz
diive vénovana pozornost. Studie Hodgina a kol. zahrnovala velké mnozstvi gent,
které se ucastni riznych bunéénych procesi, napt. vyvoje, diferenciace, adheze nebo
organizace cytoskeletu. Zaroven byly vzorky FSGS pacientli fadné rozttidény dle
Kolumbijské klasifikace. Jejich analyza ukdzala, Ze pfi srovnani FSGS a MCD
pacientii se mnohé geny exprimuji rozdilng, napt. NPHS2, PODXL, PLCEI, NPHSI,
SYNPO, PLA2RI a INF2. Vysledky prezentované v této dizertatni praci vSak
neukazaly rozdilné exprese gentl, které byly zahrnuty v obou studiich, mezi pacienty
uchovavané vzorky: parafinové blocky (Hodgin a kol.) vs. stabiliza¢ni pufr (studie
prezentovana v této praci) nebo roztiidéné FSGS vzorky (Hodgin a kol.) vs. rizné

typy primarnich FSGS v ramci jedné skupiny (tato prace) [113].
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8. ZAVER

Nefroticky syndrom je mozno nalézt u primarnich 1 sekundéarnich glomerulopatii.
Mezi jeho charakteristické znaky patfi proteinurie, hypoproteinémie, otoky a
hyperlipidémie. U primarnich forem, mezi které patfi napi. FSGS a MCD, se
posledni dobou vénuje velkd pozornost jejich genetickému podkladu. V souvislosti
s témito formami byly nalezeny rizné geny, napt. ACTN4 nebo INF2, jejichz mutace
prokazatelné zptisobuji rizné typy glomerulopatii.

Cilem prace bylo nejprve navazat na diplomovou praci autorky a pokracovat
v mutacni analyze genu ACTN4. Vybrané useky tohoto genu byly analyzovany u
pacientl s IgA nefropatii a MGN. U dvou pacientek s IgAN byly nalezeny dosud
nepopsané zameény Cys793Tyr a Gly798Asp. Zda se tedy, Ze zamény v genu ACTN4,
by mohly ovliviiovat pribéh IgAN. Cely gen byl rovnéz testovan u nékolika osob
ztzv. specidlni skupiny osob, kterd zahrnovala pacienty s pozitivni rodinnou
anamnézou pro ESRD v kombinaci s pokrocilou CKD nebo jiZ vyvinutym ESRD
v dobé diagnézy. U jednoho pacienta ztéto skupina byla nalezena kandidatni
kauzalni mutace v tomto genu Leul69Pro.

V ramci této prace byla také zavedena mutacni analyza genu INF2, ktera by se
v budoucnu mohla stat soucasti rutinni diagnostiky. Gen INF2 byl nasledné
analyzovan u pacienti s FSGS/MCD a zaroveii u vSech osob zvySe popsané
specialni skupiny. V tomto genu byly ovSem nalezeny pouze jiZ popsané kauzalni
mutace Arg214His a Arg218Gln a exonové i intronové polymorfizmy, u kterych
vSak neni pfedpokladdn vliv na pribéh onemocnéni. Vzhledem k nalezeni nizkého
poctu kauzalnich mutaci u vySetfenych osob lze soudit, ze mutace v genu INF2
nejsou Castou piicinou FSGS nebo MCD u ¢eskych pacientl. Dulezitym zavérem je i
potvrzeni domnénky, Ze mutace v tomto genu se mohou vyskytovat i u osob s ESRD
zneznamé piiCiny a s pozitivni rodinnou anamnézou pro ESRD vyskytujici se
v ruznych generacich. Z prace tedy plyne, ze by bylo vhodné provadét mutacni
analyzu genu INF2 u pacientd s NS nebo nejasnym rendlnim selhanim, pfedev§im
v ptipadech s pozitivni rodinnou anamnézou stran AD dédi¢nosti.

Déle byla provedena mutacni analyza geni NPHS2 a TRPC6 u vybranych pacientii
ze specialni skupiny. VSichni testovani pacienti byli nositelé polymorfizmu

Ala404Val v genu TRPC6. Ziskané vysledky potvrzuji hypotézu, ze tato zdména
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v kombinaci s kauzalni mutaci v nékterém podocytarnim genu, ktery je spojovan s
nefropatii, by mohla negativné ovlivnit pribéh onemocnéni.

V posledni ¢asti se prace zabyva expresni analyzou geni, které jsou bud’ diilezité pro
spravnou funkci podocytli, nebo spojené s imunitnim systémem cloveka, s cilem
nalézt markery, které by pomohly odlisit pacienty s FSGS od osob s MCD. Zaroven
bylo ovéfovano, zda je mozné pouzit diive publikovany pomér expresi genil
NPHS2/SYNPO pfi rozliSeni téchto skupin pacientli. Expresni analyza vSak zadné
markery pro odliSeni FSGS/MCD pacientl neidentifikovala a ani pomér expresi genti

NPHS2/SYNPO tyto pacienty nerozliSoval.
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