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I Uvod do problematiky

V poslednich letech je vénovana znaéna pozornost studiu ruznych
mechanismu podilejicich se na progresi renalnich onemocnéni k renalnimu
selhani. IgA nefropatie (IgAN) predstavuje jednu z nejcastéjSich
glomerulonefritid vedoucich k selhani funkce ledvin. U této nefropatie byl
v mnoha studiich zkouman vztah genotypu a fenotypu (3, 4) a doposud
nebyla jednoznaéné potvrzena dédiéna varianta. RovnéZz u Polycystické
choroby ledvin autozomalné¢ dominantniho typu (PCHLAD), jedné
z nejcastéjSich dédi¢nych pricin renalniho selhani s potvrzenou vazbou na
PKD 1 a PKD 2 geny, byly prokazany genové polymorfismy ovliviujici
progresi onemocnéni (13). V nasi studii jsme se zaméfili na vybrané genové
polymorfismy podilejici se na progresi [gAN a PCHLAD. Dale jsme se

zabyvali problematikou familialni [gAN v ¢eské populaci.

a) IgA nefropatie (IgAN)

IgAN je mezangialné-proliferativni glomerulonefritida,
charakterizovana difiznim ukladanim imunoglobulinu A (IgA) nebo
imunitnich komplexti obsahujicich IgA (IgA-IK) v mezangiu. Jednim z
nejcastjSich klinickych projevli onemocnéni je makroskopickd hematurie,
vyprovokovana infekci hornich cest dychacich a vyskytujici se u mladych
muzt ve druhé a tfeti dekad¢ zivota. Asymptomaticky smiSeny mocovy
nalez — mikroskopicka hematurie s nebo bez proteinurie (obykle < 2g/24 h)
— vede k odhaleni 30-40 % pacientt s IgAN.

IgAN byla drive povazovana za benigni onemocnéni; nicméné, 15 % az



40 % pacienttl postupné v prubéhu dvaceti let dospé&je do chronického
renalniho selhani. Definitivni diagnoza IgAN je stanovena vzdy renalni
biopsii. Hlavnim diagnostickym znakem je mezangialni pozitivita IgA
v imunofluorescenci. V progresivnich stadiich onemocnéni je nejbéznéjsim
znakem ve svételné mikroskopii  mezangidlni  hypercelularita
s nahromadénim mezangialni matrix, ¢emuz odpovidaji mezangialni a
paramezangialni  elektronova denzni depozita prokazatelnd  pfi
ultrastrukturalnim vySetfeni.

Nedavno bylo prokazano, ze mezangialni IgAl u IgAN obsahuje
abnormality O-glykosylace (abnormalni glycidy s redukovanou glykosylaci
v O-vazané patové oblasti; 1). Pfi chybéni galaktozy je terminalnim cukrem
N-acetylgalaktosamin (GalNAc), glykopeptidy jsou pak rozpoznavany
specifickymi protilatkami a nasledné dochazi k tvorbé cirkulujicich
imunokomplext (CIC). Recentni studie prokazaly, ze IgAN-CIC, slozené
z galaktozy-deficientni IgA1l spojené s antiglycinovymi protilatkami, jsou
vazany k mezangialnim bunkam mnohem pevnéji nez nekomplexni IgA a
hraji tak vyznamnou tlohu v patogenezi [gAN. Rovnéz jsou popisovany i
familialni formy IgAN; Gharavi et al. (2) udavali vazbu IgAN na
chromosom 6q22-q23. Dalsi studie prokédzaly vazbu i na jiné chromosomy
— 3p24-23, 2q36, 4926-31 a 17q12-22. V soucasné dobé neni jednoznaéné
znamy gen zodpovédny za familidlni IgAN. Nejpresveédciveéjsimi
rizikovymi faktory nepfiznivého pribéhu IgAN jsou hypertenze, tézka
proteinurie, zvySeny sérovy kreatinin a histologické 1éze typu
glomerulosklerdzy a intersticialni fibrozy.

V terapii, podobné jako u jinych glomerulopatii, je nutné maximalné

omezit riziko hemodynamického postizeni glomerult. U vSech pacientd



s [gAN je nutna pecliva 1é¢ba hypertenze. Lékem volby jsou inhibitory
ACE a/nebo antagonisté angiotenzinu podavané v maximalni tolerované
davce. Imunitni a zanétlivou odpovéd’ na depozici IgA v glomerulech je
pravdépodobné mozné ovlivnit imunosupresivni terapii, ktera je vSak
vzhledem k moznym zavaznym nezadoucim u¢inkiim indikovanad pouze u
pacientti s velkou proteinurii a rizikem progrese renalni funkce. Ve stadiu
nezvratné pokrocilé renalni insuficience jsou pacientim nabidnuty nahradni
metody funkce ledvin, tj. dialyza, transplantace (s rizikem rekurence

podobné jako u jinych nefropatii).

b) POLYCYSTICKA CHOROBA LEDVIN AUTOZOMALNE
DOMINANTNIHO TYPU (PCHLAD)
PCHLAD je nejcastéjsi dédi¢né onemocnéni ledvin, které se vyskytuje

v populaci s frekvenci 1:500-1:1000 zivé narozenych déti a je
charakterizovano progresivnim rdstem renalnich cyst s postupnou ztratou
renalni funkce. Metodou volby v diagnostice PCHLAD je neinvazivni
ultrasonografie, u mensich cyst (do 1 cm v priméru) je spolehlivéjsi
vySetfeni vypocetni tomografii (CT), eventuelné magnetickou rezonanci
(MR). Zakladni genetickou diagnostikou zlstava vazebnad analyza, ktera
vyuziva polymorfni mikrosatelitni markery typu cytosin-adenosin (CA)
repetitivnich sekvenci. Tato nepfima diagnostickA metoda vyZzaduje
pritomnost minimalné¢ dvou postizenych ¢lenti ve vySetfované rodiné a
umoziuje stanoveni vazby onemocnéni na gen PKD1 nebo PKD2. Pfima
diagnostika (detekce mutaci) se zatim provadi vramci vyzkumnych
projekti. Ke klinickym projeviim onemocnéni patii arterialni hypertenze,

nefrolitidza, mocové infekce, hematurie, bolesti beder ¢i bficha, anémie,

vzéacné karcinom ledviny. U PCHLAD nemusi byt ptitomny cysty pouze



v ledvinach, casto mizeme prokazat asymptomatické cysty v jatrech a
pankreatu. Vtadé pripadi nachazime i abnormity v pojivovych tkéanich
ruznych organi. Kauzalni 1écba PCHLAD neni vsoucasné dobé
k dispozici. U vSech postizenych je nutna peéliva dispenzarizace a
maximalni symptomaticka 1écba, tzn. v€asna a G¢inna terapie hypertenze,
infekce mocovych cest, urolitidzy, hyperlipidémie a vhodna terapie
chronické renalni insuficience. Ve stadiu chronického selhani ledvin jsou
nemocnym s PCHLAD poskytnuty vSechny dostupné metody nahrady
funkce vlastnich ledvin (dialyza, transplantace). V soucasné dob¢ probiha
nékolik klinickych studii zaméfenych predev§im na moznost ovlivnéni
rustu cyst podanim imunosupresivnich latek se silné antiproliferativnim
uc¢inkem (napf. rapamycinem, everolimem), latek ovlivilyjicich
koncentraéni schopnost ledvin (napf. inhibitorem vasopresinu —
tolvaptanem), zkouSeny jsou i blokatory tyrozinkinazy (EKI-785) ¢i vliv

somatostatinu na zmenseni renalnich cyst a progresi onemocnéni.

¢) GENOVE POLYMORFISMY

Megsin

Inagi et al. (3) ziskali genovy profil vykultivovanych lidskych
mezangialnich bunék a identifikovali geny, které byly specificky ¢i
nadmérné exprimované v mezangialnich bunkach. Mezi témito geny tak
nasli Megsin (mesangial cell-specific gene with homology to serpin), ktery
byl mapovan na chromosom 18q21.3 (20 kbp dlouhy, ma osm exonu).
Megsin, protein slozeny z 380 aminokyselin, je c¢lenem serpinové
superrodiny (serine protease inhibitor). Megsin hraje dulezitou ulohu

vregulaci riznych procesi v mezangialnich bunkach, napiiklad



v metabolismu matrix, bunééné proliferaci i apoptoze. Inagi et al. (3) se
domnivaji, ze nadmérna exprese Megsinu mize vést k mezangialni
dysfunkci a ke zhorSeni degradace mezangialni matrix. Megsin muze také
interferovat s degradaci a ukladanim imunitnich komplext, zménit
mikroprostfedi mezangidlnich bunék, narusit funkci a proliferaci
mezangialnich bunék. Ve zvitecich i lidskych modelech byla potvrzena
zvysena exprese Megsinu u onemocnéni s mezangialni proliferaci a expanzi
extracelularni matrix. Z vySe uvedeného lze predpokladat, ze Megsin se

uplatiiuje pii rozvoji IgAN.

Endotelin- 1 (ET-1)

Rodinu endotelinti piedstavuji tfi peptidy slozené zftetézci 21
aminokyselin (ET 1, 2, 3). Endoteliny se podili na regulaci cévniho tonu.
Prostiednictvim stimulace ETA receptoru plsobi jako mohutni
vasokonstriktofi (4). Studie s neselektivnimi antagonisty endotelinovych
receptord ukazuji, ze endoteliny zprosttedkovavaji vyznamnou cast
systémového a renalniho vazokonstrikéniho ucinku angiotenzinu II (5).
Dalsi dulezitou roli hraji endoteliny v regulaci transportu vody a elektrolytd
v ledvinach. Endoteliny jsou produkovany ve vétsi ¢asti tubularnich bunék,
zejména ve sbérnych kanalcich. Po uvolnéni se vazi zejména na ETB
receptory dané oblasti. Endoteliny inhibuji tubularni reabsorpci vody i
sodiku a také antagonizuji G¢inek antidiuretického hormonu ve sbérnych
kanalnich ledvin. Snizena tvorba ET-1 v nefronech mize byt pfic¢inou
retence sodiku a vody vedouci k arterialni hypertenzi (4). Endoteliny
reguluji i bunéfnou proliferaci a akumulaci extracelularni matrix. ET-1

zvySuje uvoliiovani tkanového inhibitoru metaloproteinaz, cytokint



stimulujicich akumulaci matrix a produkci fibronektinu a kolagenu
renalnimi  bunkami (4,5). Endoteliny se tak uplatiuji v progresi

glomerularni sklerdzy a intersticialni fibrozy.

Endotelinovy receptor typu A (EDNRA)

Predpoklada se, ze nékteré genové polymorfismy podilejici se
pravdépodobné v patogenezi hypertenze a aterosklerézy mohou ovlivnit
progresi renalnich onemocnéni, véetné IgAN a PCHLAD. ET-1, peptid
slozeny z 21 aminokyselin, je povazovan za jeden z moznych rizikovych
faktort ovliviiujicich progresi rendlni funkce. U PCHLAD a jinych
renalnich onemocnéni byly popsany zmény v piirozené rovnovdze mezi
vazokonstrikénimi faktory (odvozenymi od endotelinu) a vazodilatacnimi
faktory (6). U renalnich onemocnéni mize hrat dilezitou roli zvySena
aktivita silného vazokonstrikéniho faktoru ET-1. ZvySena exprese EDNRA
byla nalezena v glomerulech, cystach a renalnich arteriich stfedniho
kalibru. U hypertenznich pacientd byla potvrzena v oblasti arterii zvySena
exprese EDNRA. Polymorfni varianty EDNRA jiz byly popsany
v souvislosti s migrénou, u pacientd s infarktem myokardu a u idiopatické
dilatované kardiomyopatie (7). Spojeni mezi T alelou C1363T genového
polymorfismu pro EDNRA a zvySenym krevnim tlakem bylo popsano ve
studii ECTIM (7).

Endotelin konvertujici enzym-1 (ECE-1)

Endotelin konvertujici enzym-1 (ECE-1) je hlavni proteaza zodpoveédna
za tvorbu ET-1 odstépenim funkéniho inaktivniho prekurzoru big-ET-1.

Gen kédujici ECE-1 je umistén na chromosomu 1 (1p36). Enzym existuje



ve Ctyfech izoformach (ECE-1a, 1b, 1c a 1d), které se li§i N-terminalnimi
aminokyselinovymi konci a vznikly diky existenci Ctyf alternativnich
promotort v genu. Genovy polymorfismus (C/A) umistény v 5'regulacni
oblasti genu tvoii vazebné misto pro transkripéni faktor E2F-2 (8).
Adenosinova varianta polymorfismu (A) byla v experimentalnich modelech
spojena se zvysenou aktivitou promotoru. V némecké studii mély nelécené
hypertenzni zeny ¢astéji A alelu neZ CC homozygotni zeny (8). Rovnéz ve

velké francouzské studii byl krevni tlak vy$si u AA homozygotnich Zen.

Endotelidalni syntaza oxidu dusnatého (eNOS)

V poslednich letech je diskutovan vliv polymorfismu eNOS kyseliny
glutamové versus kyseliny asparagové (Glu298Asp) vexonu 7
chromosomu 7 na progresi PCHLAD. Syntéza NO cévnim endotelem je
dilezita pro regulaci vazodilataéniho cévniho tonu a kontrolu krevniho
tlaku. V pripadé Asp298 varianty je nizsi hladina NO v plazmé spojovana
s hypertenzi u muzi i zen (10) a infarktem myokardu. U PCHLAD se ve
zvysené mife prokazuje porucha vazodilatace zavisla na endotelinu a

vazodilatace zptisobena snizenou tvorbou NO eNOS (11).

a-adducin

Adducin je heterodimericky membranovy protein, ktery interaguje
s aktinovym cytoskeletem, ovliviiuje bunéCnou signalizaci a pfitomnost
sodiko-draslikové pumpy v bunééné membrané. U hypertenznich krys a
vzorku hypertenzni populace byla zjisténa zvySend resorpce sodiku

v proximalnim tubulu ledvin.



Polymorfismus v genu pro a-adducin koéduje aminokyselinu glycin nebo
tryptofan. U pacientl s ptitomnosti 460Trp alely byla pozorovana arterialni
hypertenze zavisla na piijmu sodiku (12). Rizné izoformy a-adducinu
ruzné postihuji na bazolateralni membrané tubuli Na-K-ATPazovou
aktivitu, ktera zesiluje tubularni reabsorpci sodiku. V ptitomnosti 460Trp
alely byla zjisténa snizena frakcni exkrece lithia a kyseliny mocové, ktera
odrazi zvySenou resorpci sodiku v proximalnim tubulu ledvin. Jedinci
s 460Trp alelou maji také vétsi pokles krevniho tlaku po diuretické 16¢bé a
nizsi plazmatickou reninovou aktivitu.

V poslednich letech byl studovan vliv polymorfismu pro adducin na
progresi funkce ledvin u neselektované rendlni populace. U Gly460
homozygotii ve spojeni s DD homozygoty ACE polymorfismu byla
popsana rychlejsi progrese k ESRD (v této studii predstavovali pacienti

s PCHLAD 30% neselektované renalni populace).

ACE (Angiotenzin-konvertujici enzym)

Jedna se o inzeréné dele¢ni polymorfismus (I/D) v 16. intronu ACE
genu lokalizovaném na 17. chromosomu. Inzeréni polymorfismus obsahuje
287 part bazi, deleCni polymorfismus téchto 287 parti bazi neobsahuje.
Inzeréné-delecni (I/D) polymorfismus ACE je spojen s 50 % variabilitou
v sérovych hladindich ACE. Nejvyssi hladiny ACE vséru maji DD
homozygoti. V nekterych zpravach je hodnota ACE udavana o 60% vyssiu
DD homozygoti nez u II homozygoti (13). U DD homozygoti byla
pozorovana pii neékterych experimentech zvysend konverze angiotenzinu I
na angiotenzin 11, ktery jako rustovy faktor podporuje proliferaci hladkych

svalovych bun¢k cév. Dale v pfitomnosti D alely je popisovana sniZzena
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reakce na vasodilatatory dependentni na NO. Angiotenzin II je vlastni
vykonnou molekulou renin-angiotenzin-aldosteronového systému (RAAS)
a zpusobuje systémovou i rendlni vasokonstrikci. V ledvinach ovliviuje
glomerularni filtraci konstrikci aferentni a zejména eferentni arterioly,
usnadnuje resorpci sodiku sniZzenim pritoku dfeni, snizenim intersticialniho
tlaku vledviné i piimym pusobenim na sodiko-draslikovou pumpu
v bunkach proximalnich tubulti. Pfispiva rovnéz k retenci sodiku indukci
sekrece aldosteronu nadledvinami. Béhem vyvoje ledvin ovliviiuje bunécny
rast a diferenciaci bun€k. V mnoha studiich na kulturach fibroblastd,
svalovych cévnich i mezangialnich tubularnich bunék byla prokazana aloha
angiotenzinu II jako rstového faktoru. Angiotenzin II stimuluje transkripci
a syntézu vlastniho transformujiciho rastového faktoru (TGF) beta a TGF
beta II receptord v bunkach proximalnich tubuli. TGF beta pak piimo
stimuluje transkripci kolagenu vrenalnich tubularnich buikach a
fibroblastech.

U PCHLAD dochazi vcystické ledviné ke zméné senzitivity
tubularnich bun¢k k angiotenzinu II, k abnormalni distribuci bunék
obsahujicich renin, cozZ muZze ovlivnit vstup reninu do cirkulace.
Tubulocysticky epitel ma schopnost syntetizovat renin. V Baboolalové
studii byl nalezen vztah mezi DD genotypem a zhorSenym renalnim
prezivanim u PCHLAD. Turco ve své studii poukazoval na vysokou
prevalenci DD genotypu mezi hypertenznimi PCHLAD pacienty ve
srovnani s normotenznimi PCHLAD pacienty. Ve vétsiné nedavnych studii

byl v8ak vliv I/D polymorfismu na pribéh PCHLAD vyloucen (14).
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II. METODIKA

a) kajici se problematiky genovych polymorfismii

-V nasi studii jsme kromé kontrolni skupiny zdravych jedinct vysetfovali
pacienty s histologicky potvrzenou IgAN (s normalni renalni funkci — tzn.
normalni hladinou sérového kreatininu i normalni glomerularni filtraci,
s progresivni renalni insuficienci a srenalnim selhanim), dale pacienty
s PCHLAD diagnostikovanou podle sonografickych kritérii stanovenych
pro toto onemocnéni. Kritéria zahrnovala pritomnost alespon dvou cyst
v jedné ledvin€ nebo jedné cysty v kazdé ledvin€ u osob mladsich 30 let,
pritomnost alespon dvou cyst v kazdé ledviné u jedincti mezi 30 az 59 lety
a u osob nad 60 let nejméné Ctyii cysty vkazdé ledving. VétSina
postiZzenych osob méla pozitivni rodinnou anamnézu PCHLAD.

Vsichni pacienti pted vysetfenim podepsali informovany souhlas.

- DNA byla izolovana z lymfocyti periferni krve vysolovaci technikou,
pfi vySetiovani polymorfismi jsme pouzivali polymerase chain reaction
(PCR), metodu “mismatch repair”, restriction fragment length
polymorphism (RFLP), heteroduplexovou analyzu, elektroforézu na 2%
agarézovém gelu (u polymorfismd Endotelinu MDE gel s 15 % ureou),
barveni s ethidium bromidem, znazornéni pod UV svétlem a dale

sekvenaéni analyzu. Laboratorni zpracovani vcetné definovanych

primera a vhodnych podminek pro PCR pri stanovovani jednotlivych

polymorfismu je detailné popsano v priloZzenych publikacich.

- Frekvence alel a genotypt jednotlivych polymorfismt byly zhotoveny
gene counting metodou, soucasné byla testovana Hardy-Weinbergova
rovnovaha. Dale byl pouzit chi-kvadrat test ke srovnani rozmisténi

genotypu u pacientd a kontrol. Haplotypové frekvence byly stanoveny
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pomoci metody maximalni pravdépodobnosti (Haploview, version 3,32
2005 ) u pacientd a kontrol. Hladina p=0,01 byla povazovana za statisticky
vyznamnou. Rozdily ve frekvenci haplotypi mezi pacienty a kontrolami, a
mezi jednotlivymi skupinami byly vyhodnoceny pouzitim chi-kvadrat testu
(STATISTICA version 7.1). Klinické udaje byly porovnany pomoci t-testu.
b) vztahujici se k familidglni IgAN

- Vysettili jsme Ctyfi rodiny s pravdépodobnou familialni IgAN. Jedinci
byli klasifikovani jako postizeni pokud méli biopticky potvrzenou IgAN,
renalni selhani nejasné etiologie, hematurii a/nebo proteinurii zachycené
alesponi pfi tfech vysetfenich. Celkové bylo genotypovano a zahrnuto do
genové vazebné analyzy 29 jedinci.

- Genomova DNA je nejprve nastépena restrikénim enzymem Xbal, ktery
vytvafi ctyinukleotidové kohezni konce. Na konce vSech fragmentt, bez
ohledu na jejich délku, je naligovan univerzalni adaptor. V dal$im kroku je
DNA amplifikovana s vyuzitim univerzalniho primeru, jehoZ sekvence je
komplementarni k sekvenci adaptoru. PCR je optimalizovana pro
amplifikaci kratkych fragmentd o délce 250-1000 bp. Diky tomu je
komplexita lidského genomu snizena az 50x. Amplifikovana DNA je
nespecificky nastépena DNAzou I na fragmenty s primérnou délkou
50-200 bp. Pomoci terminalni deoxynukleotidtransferazy jsou konce takto
pripravenych fragment oznaceny deoxynukleotidem nesoucim biotin.

- Oznacena DNA je hybridizovana na Cip, ktery je nasledné v automatické
promyvaci stanici Affymetrix Fluidics Sation FS450 promyt a obarven s
pouzitim  streptavidinu  konjugovaného s fluorescenéni  barvickou,
fykoeritrinem. Cip je poté naskenovan v Affymetrix GeneChip Scanneru

3000.



13

- Na ¢ipu Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K Array Xba 142 2.0
je analyzovano vice nez 10000 jednonukleotidovych polymorfismi (single
nucleotide polymorfism - SNP). Pro genotypovani pomoci DNA cipu se
vyuzivd metoda alelicko-specifické  hybridizace  (Allele-specific
hybridization - ASH). Na ¢ipu jsou nasyntetizovany proby (dlouhé 25 bp)
odpovidajici pro kazdé SNP obéma moznym alelam. Vyhodnocenim
signalu, ziskaného hybridizaci oznacené genomové DNA, je mozné urcit
genotypy jednotlivych SNP (AA, AB nebo BB). Kromé prob s presné
komplementarni sekvenci k jednotlivym alelam (,,perfect match A, perfect
match B®), jsou na Cipu také proby pro uréeni specifity hybridizace. Ty
maji porusenou komplementaritu na 13. pozici (,,mismatch A, mismatch
B“). Genotyp kazdého SNP je uréen na zékladé vyhodnoceni intenzity
signalu ze 40 riznych prob.

- Algoritmus pro ur¢eni genotypu kontrétniho SNP pouziva data ziskana
z hybridizaci mnoha jedinct z riznych populaci (afroamericka, euroasijska,
asijskd). Z téchto tréninkovych dat je vypocten medoid intenzit signali pro
kazdy genotyp AA, AB anbo BB a naméfené hodnoty analyzovaného

vzorku jsou porovnavany s timto tréninkovym datasetem.

II1. CILE STUDIE
a) Genové polymorfismy IgAN a PCHLAD

1. Megsin
V na$i studii jsme se snazili prokdzat mozny vliv dvou SNPs

Megsinu, tzn. C2093T a C2180T, na progresi IgAN k rendlnimu selhani.
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Dale jsme si polozili za cil provést analyzu haplotypt genovych
polymorfismtt Megsinu a klinickych parametrti pacientii s IgAN. Tak jak
bylo uvedeno vyse, v poslednich letech jsou studovany rtzné kandidatni
genové polymorfismy podilejici se na progresi nefropatii. Velka studie v
Cing odhalila souvislost 2093C a 2180T alel ve 3" nepiekladané oblasti
(UTR) Megsinu s IgAN (15). Navic, rodinné véazana studie ukazala, ze
2093C a 2180T alely byly vyznamné ¢astéji prenasSeny od heterozygotnich
rodici k pacientiim (15). Podobné, Xia et al. (16) zjistili, ze 2093C-2180T
haplotyp ve 3"'UTR Megsinu byl spojen s rychlejsi progresi [gAN.

2. ET-1

Tii SNPs G198T, 3A/4A (-134delA) genu pro ET-1 a T-1370G
v promotorové oblasti ET-1 genu, byly zkoumény v mozné souvislosti
s krevnim tlakem a tGrovni glomerularni filtrace. Homozygoti pro T alelu
polymorfismu GI98T a G alelu polymorfismu T-1370G vykazovali
snizenou glomerularni filtraci, niz$i clearance kreatininu a obezitu ve
srovnani s ostatnimi genotypy (4). Zaména alely G na T v exonu 5, ktera
zpusobi nahradu Lysinu (Lys) za Arginin (Asn) v kodonu 198 byla spojena
pozitivni vazbou s vysokym krevnim tlakem u obéznich lidi. G/T zamény
aminokyselin mohou postihnout tvorbu preproendotelinu a ovlivnit syntézu
ET-1. U homozygoti s4A alelou (inzerci adenosinu) u 3A/4A
polymorfismu v 5'nepfekladané oblasti ET-1 genu byla zjisténa
signifikantné zvySend exprese proteinu ET-1 zasluhou zvysené mRNA
stability (5). Navic hladina ET-1 v plazmé byla signifikantn¢ vyssi u 3A/4A
hypertenznich jedinct nez u homozygoti s 3A alelou.

Na zékladé¢ vySe uvedenych skuteCnosti, kdy genetické faktory,
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pravdépodobné riznymi mechanismy, ovliviiyji tvorbu a sérové hladiny
ET-1, jsme se rozhodli vySetfit mozny vliv. SNP ET-1 (tzn. G198T, T-
1370G a 3A/4A) na progresi IgAN k renalnimu selhani.

3. ET-A receptor (EDNRA)

Zkoumani predpokladanych rizikovych faktord, mezi kterymi patii jisté

vvvvvv

nalezeni novych terapeutickych postupti a zpomaleni progrese PCHLAD
k renalnimu selhani. V cystach, glomerulech i renalnich artériich stfedniho
kalibru byla nalezena zvySena exprese EDNRA. Spojeni mezi T alelou
C1363T genového polymorfismu pro EDNRA a zvySenym krevnim tlakem
(pulsatilni slozkou) bylo stanoveno ve studii ECTIM (7). Pulsovy tlak méfi
pulsatilni slozku krevniho tlaku a n€kolik studii prokazalo, Ze pulsovy tlak
mize byt nezavislym prediktorem zvySeného kardiovaskularniho rizika
(17). Je vsak tieba uvést, ze v jiné studii Benjafield et al. (18) zjistili slabou
vazbu C alely C1363T varianty vexonu 8 EDNRA shypertenzi. U
hypertenznich pacientli byla potvrzena zvySena exprese EDNRA v cévni
sténé. C1363T varianta je umisténa ve 3" nepfekladané oblasti. Tento usek
mize obsahovat sekvence, které postihuji stabilitu mRNA. C1363T
varianta tedy muze pozménit expresi EDNRA a pocet vytvofenych
receptort.

Nasim cilem bylo vysetiit vliv C1363T polymorfismu v exonu 8 genu

pro EDNRA u pacientd s PCHLAD a IgAN.
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4. ECE-1

Dale jsme se rozhodli prokazat vliv C-338A genového polymorfismu
ECE-1b na progresi renalni funkce u pacienti s PCHLAD. V nékterych
studiich (8,9) bylo potvrzeno Castéjsi zastoupeni A alely u zen s hypertenzi,
ktera predstavuje vyznamny rizikovy faktor progrese renalni insuficience.
Predpoklada se, ze v pritomnosti A alely je vyssi hladina ET-1 zpisobena
zvysenim koncentrace izoformy ECE-1b. ECE-1b reguluje extracelularni
aktivitu ECE-1 diky heterodimerizaci s ostatnimi izoformami ECE-1 a
premisténi izoforem ECE do intracelularnich kompartmenti. ET-1 se podili
nejen na vzniku hypertenze, ale pravdépodobné i pfimo na cystogenezi. ET-
1 transgenni mysi rozvinuly renalni cysty, intersticialni fibrozu a skler6zu

glomeruld.

5. e-NOS

U pacienti s PCHLAD byla pozorovana porucha endotelialni funkce a
poskozeni vazodilatace zpisobené snizenou tvorbou NO eNOS (11).
Zjistovali jsme vliv polymorfismu eNOS kyseliny glutamové versus
kyseliny asparagové (Glu298Asp) v exonu 7 chromosomu 7 na progresi
PCHLAD. U nosi¢i Asp298 varianty byla popsana niz§i hladina NO
v plazmé, kterd se nejspiSe uplatiiuje v patogenezi arterialni hypertenze

(10).

6. a 7. ACE a a-adducin

Dale jsme vysetfovali I/D polymorfismus ACE genu a Gly/Trp
polymorfismus genu pro a-adducin. Renin-angiotenzinovy systém (RAS) se

uplathuje v patogenezi hypertenze, ktera predstavuje jeden z
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nejdulezitéjSich negativnich  prognostickych  faktori u renalnich
onemocnéni. RAS hraje dulezitou ulohu v renalnim transportu sodiku,
regulaci extracelularniho objemu, zplsobuje vazokonstrikci a stimulaci
sympatického nervového systému. Tubulocysticky epitel ma schopnost
syntetizovat renin. U nositeld D alely byla popsana vyssi hladina ACE a
nasledné zvySena konverze angiotenzinu I na angiotenzin II (19), ktery jako
rustovy faktor mize podporovat riist cyst a zvySenim intersticialni fibrozy i
vaskularni skler6zy se podili na progresi renalni funkce u cystickych ledvin.

Adducin, membranovy protein, interaguje s aktinovym cytoskeletem a
ovlivituje sodiko-draslikovou pumpu v membrané bunék proximalniho
tubulu ledvin. Zvysena aktivita Na-K-ATPazy byla popsana u nositeltt Trp
460 alely s naslednou vyssi tubuldrni resorpei sodiku, ktera se uplatiuje

v patogenezi nizkoreninové hypertenze (12).

b) Familialni IsAN

Doposud nebyly presvédcCive prokazany kandidatni geny zodpoveédné za
familialni IgAN. Genové vazebné analyzy familidlnich forem IgAN
ukazaly mozné lokusy na chromosomech 6q22-23, 2q36, 3p24-23, 4q26-31
a 17ql12-22 (2). Cilem nasi studie bylo prokazat u ctyf rodin
s predpokladanou familidlni IgAN kandidatni gen zodpovédny za vznik

onemocnéni.
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IV. VYSLEDKY, DISKUSE
a) Genové polymorfismy IgAN a PCHLAD

1. MEGSIN
Vysetfili jsme vazbu dvou SNPs Megsinu (C2093T, C2180T)

s progresi IgAN krenalnimu selhani. Srovnali jsme frekvence ridznych
genotypu mezi IgAN stabilnimi a progresivnimi skupinami. Rozlozeni
genotypu Megsinu neukazalo signifikantni rozdily mezi IgAN skupinami s
normalni rendlni funkci, progresivni renalni insuficienci a kontrolni
skupinou (Tab. 1, 2).

Spocitali jsme hodnotu vazebné nerovnovahy mezi analyzovanymi
polymorfismy Megsinu a haplotypy byly rekonstruovany pomoci metody
maximalni pravdépodobnosti. Zadny ze studovanych haplotypti nebyl
signifikantné spojeny s IgAN (Tab. 4), ale TT haplotyp (definovany jako
alely T-2093, T-2180) se podstatné¢ vice vyskytoval u pacientd s IgAN a
normalni renalni funkci (Tab. 3, p= 0,025). Nakonec jsme porovnali
klinické udaje mezi pacienty, u nichz onemocnéni progredovalo v prabé¢hu
sledovani, a pacienty se stabilni renalni funkci (u dvou tietin nemocnych z
celkového poctu). Pacienti v progresivni skupiné se vyznacCovali
signifikantné vys$si hladinou 24 hod proteinurie (3,53 £ 2,80 vs 2,06+2,06,
p=0,042; Tab. 5), diastolickym krevnim tlakem (92,89 * 15,66 vs 84,93 *
10,43, p= 0,047; Tab. 5) a na pomezi vyznamnosti i systolickym krevnim
tlakem (150,79 + 32,88 vs 135,21 + 14,88, p 0,058; Tab. 5). V ostatnich
klinickych parametrech nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily

mezi témito dvéma skupinami.
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Tabulka 1. Genotypové frekvence C2093T genového polymorfismu

Megsinu u pacientil s [gAN (stabilni a progresivni skupiny)

Skupiny T/T T/C C/C
Stabilni (%;N=84) 27,4 52,4 20,2
Progresivni (%;N=113) 29,2 45,1 25,7
Kontroly (%;N=61) 26,2 57,4 16,4
Tabulka 2. Genotypové frekvence C2180T genového polymorfismu

Megsinu u pacientl s IgAN (stabilni a progresivni skupiny)

Skupiny T/T T/C C/C
Stabilni (%;N=84) 27,4 48,8 23,8
Progresivni (%;N=113) 26,8 44.6 28,6
Kontroly (%;N=61) 18 54,1 27,9

Tabulka 3. Haplotypové frekvence u stabilni skupiny pacientti s IgAN au
kontrolni skupiny

Skupiny 2093T-2180C | 2093C-2180T | 2093T-2180T*
IgAN-stabilni skupina(%) 47,6 45,8 6
Kontrolni skupina(%) 54,1 44,2 0,9
p-value 0,2763 0,7901 0,0246
Tabulka 4. Haplotypové frekvence u stabilni a progresivni skupiny

pacientti s [gAN a u kontrolni skupiny
2093T- 2093C- 2093T- 2093C-
Skupiny 2180C 2180T 2180T 2180C
IgAN pacienti (%) 48,7 46,2 3.9 1,3
Kontroly (%) 54,1 44,2 0,9 0,9
p-value 0,2982 0,7072 0,097 0,696
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Tabulka 5. Klinické udaje u stabilni a progresivni skupiny pacienti

s IsAN*
Stabilni Progresivni
Klinické udaje skupina skupina p-value

Doba sledovani (mésice) | 56,97+39,95 55,68+47,90 NS
Vek (roky) 38,74+13,79 40,05+15,38 NS
S-Cr (umol/1) 150,25+147,42 | 198,16+119,18 | 0,018 (In)
24h PU (g/d) 2,06+2,06 3,534+2,80 0,042
Systolicky TK (mmHg) | 135,21+14,88 | 150,79+32,88 0,058
Diastolicky TK (mmHg) 84,93+10,43 92,89+15,66 0,047
S-Chol (mmol/l) 5,59+1,35 5,44+1,90 NS
S-Tg (mmol/1) 1,95+1,00 2,22+2,39 NS
S-KM (umol/l) 368,09+£96,08 | 384,56+86,77 NS

* Hodnoty uvedené jako pramér + SD. S-Cr, kreatinin v séru; 24h PU, 24h
proteinurie; TK, krevni tlak; S-Chol, cholesterol; S-Tg, triglyceridy; S-KM,
kyselina mocova, In — logaritmova transformace

Velka studie v ¢inské populaci prokazala, ze 2093C a 2180T alely ve
3" UTR megsinového genu jsou spojeny s vétsi nachylnosti k IgAN (15).
Navic, Xia et al. (16) zjistili, ze 2093C-2180T haplotyp ve 3"'UTR genu pro
Megsin byl spojen s rychlejsi progresi IgAN. Nase vysledky nepotvrdily
vliv C2093T, C2180T genovych polymorfismii Megsinu na progresi IgAN
u Ceskych pacientii. Zietelny efekt téchto polymorfismi nebyl potvrzen ani
v jedno-genové ¢i v haplotypové analyze. Haplotypova rekonstrukce
nicméné odhalila, Ze TT haplotyp (definovany jako T-2093, T-2180) by

mohl mit protektivni ulohu v progresi pacientili s [gAN; TT haplotyp se



21

totiz signifikantné Casteji vyskytoval u stabilni skupiny pacienti s IgAN
nez u progresivni skupiny (Tab.3). Protektivni spojeni TT haplotypu
s chronickymi glomerulonefritidami, zejména IgAN, by mohlo byt
vysvétleno sdilenou interakci obou polymorfismd Megsinu. U
multifaktorialnich onemocnéni nemusi SNP zménit expresi nebo funkci
specifickych proteinil tak intenzivné, aby vytvotily klinicky vyznamné
fenotypy. Teprve spojeny vliv obou megsinovych polymorfismi mize
definitivné nastolit protektivni vliv na onemocnéni. V nasi studii jsme
prokazali, ze pacienti v progresivni skupiné s horsi rendlni funkci méli
vy$$i 24 hod proteinurii a krevni tlak oproti stabilni skupiné pacientl

s normalni renalni funkci (tab. 5).

2. ENDOTELIN
Pacienti sIgAN a kontrolni skupina zdravych jedincd byli
genotypovani na G198T, T-1370G a 3A/4A ET-1 polymorfismy.

Tabulka 6. Rozmisténi genotypi a alel G198T, T-1370G a 3A/4A
polymorfismi ET-1 u pacienti s IgAN a kontrol

Frekvence genotypt a alel byly shodné s Hardy-Weinbergovou
rovnovahou. Alelové a genotypové frekvence vsech tii ET-1 polymorfismi
u IgAN pacientl se neliSily vyznamné od kontrol. Rovnéz nebyly zjistény
zadné signifikantni rozdily v rozmisténi genotypl a alel u analyzovanych

polymorfismt podle pohlavi.
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ET-1
genotypy,
alely Pacienti s IgAN KONTROLY
vsichni
muzi N Zeny N pacienti N muzi N Zeny N v§ichni N
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
G198T
GG 58(66,67) | 23(65,72) 81 (66,39) 44 (68,75) | 44 (64,71) 88 (66,67)
GT 27 (31,03) | 11(31,43) 38 (31,15) 18 (28,13) | 24 (35,29) 42 (31,82)
TT 2 230 | 1 286 3 (2,46) 2 (3,13) 0 2 (1,52)
G/T (82/18,1) (82,6/17,43)
I/D
3A3A 45(51,72) | 11(31,43) 56 (45,90) 31(48,44) | 27(39,71) 58 (43,94)
3A4A 38(43,68) | 19(54,29) 57 (46,72) 25(39,06) 34 (50) 59 (44,70)
4A4A 4 (4,60) | 5 (14,29) 9 (7,38) 8 (12,5) 7(10,29) 15 (11,36)
3A/4A (69,3/30,7) (66,29/33,71)
ET-P
TT 59(68,61) 27 (75) 86 (70,49) 50 (78,13) 51(75) 101 (76,51)
GT 25(29,07) | 8(22,22) 33(27,05) 13 (20,31) 17 (25) 30 (22,72)
GG 2 (2,33) 1(2,78) 3 (2,46) 1 (1,56) 0 1 (0,76)
T/G (84/16) (87,9/12,12)

V zavislosti na urovni renalnich funkci byli pacienti rozdéleni do dvou
podskupin (skupin pacientd s normalni glomerularni filtraci a skupin
pacient s renalnim selhdnim). Srovnali jsme frekvence riznych genotypt
mezi [gAN skupinami s normalni renalni funkci a s renalnim selhanim.
Rozmisténi ET-1 genotypll nevykazovalo rozdily mezi skupinami IgAN
pacientd s normalni renalni funkci, srendlnim selhanim a kontrolni
skupinou. Rozlozeni ET-1 genotypu se tedy neliSilo mezi pacienty s [gAN s
normalni renalni funkci, s renalnim selhanim a kontrolni skupinou zdravych

jedinct (Tab. 7).
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Tabulka 7. Rozmisténi genotypu G198T, T-1370G a 3A/4A
polymorfismi ET-1 u pacientti s [gAN s normalni renalni

funkci, s renalnim selhanim a kontrolni skupinou

Pacienti se stabilnim
ET-1 genotypy renilnim onemocnénim Pacienti s ESRD Kontroly
(SD) N (%) N (%) N (%)
G198T
GG 58 (63,74) 23 (74,19) 88 (66,67)
GT 30(32,97) 8(25,81) 42 (31,82)
TT 3(3.3) 0 2 (1,52)
I/D
3A3A 38 (42,22) 18 (156,25) 58 (43,94)
3A4A 45 (50) 12 (37.5) 59 (44,70)
4A4A 7(7,69) 2(6,25) 15 (11,36)
ET-P
TT 62 (68,13) 24 (77,42) 101 (76,51)
GT 26 (28,57) 7(22,58) 30 (22,72)
GG 3(3.3) 0 1 (0,76)

Za predpokladané vazebné rovnovahy mezi analyzovanymi
polymorfismy ET-1 byly vytvofeny haplotypy pomoci “Maximum
Likelihood Method“ (Haploview, verze 3,2 2005). Haplotyp GG4A
(definovany jako G-198, G-1370 a 4A alely) byl signifikantné spojeny
s IgAN (p=0,0056) (Tab. 8).



Tabulka 8. Rozmisténi haplotypt G198T, 3A/4A a T-1370G

polymorfismt ET-1 u pacientd s IgAN a kontrol
(X2 — Chi kvadrat test, p-value)
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Haplotypy | Pacienti s ISAN Kontroly x2 p value
TGA 0,494 0,525 0,53 0,4664
TGC 0,241 0,295 2,029 0,1543
GTA 0,078 0,083 0,037 0,848
TTA

0,095 0,049 4,289 0,384

GTC 0,024 0,032 0,324 0,5694

GG4A 0,044 0,006 7,69 0,0056
TTC 0,023 0,01 1,497 0,2212

V predkladané studii jsme vyloucili vliv G198T, 3A/4A a T-1370G

polymorfismt endotelinového genu na progresi IgAN u ceskych pacienti v

jedno-genové analyze. Teprve haplotypova rekonstrukce odhalila, ze GG4A

haplotyp (definovany jako G-198,G-1370 a 4A alely) byl signifikantné vice

zastoupen u pacientd s IgAN. Jedna se vSak o minoritni alely vSech

polymorfismu, jejich vyznam je diskutabilni.

U multifaktoridlnich onemocnéni, vcetné IgAN, SNP nemusi zménit

expresi proteinl tak vyznamné, aby zpusobily patologicky fenotyp. Ackoli

pfesné patogenetické mechanismy ET-1 budou jest¢ vyzadovat dalsi

objasnéni, naSe studie naznacuje, ze pro definovani rizika progrese IgAN
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by mohla byt vice informativni haplotypova rekonstrukce ET-1 genovych
polymorfismi nez vySetfovani SNP.

V literatufe dosud existuji jen omezené udaje tykajici se vazby tfech ET-
1 SNP G198T, T-1370G a 3A/4A na progresi IgAN k renalnimu selhani.
Jak bylo jiz vySe zminéno, nase vysledky naznacuji mozny vliv GG4A
haplotypu na progresi IgAN. Nepochybné je nezbytné vysettit vliv ET-1
polymorfismu na progresi IgAN rozsahlejsimi studiemi, které budou

zahrnovat vétsi poCty pacientd rizného etnika.

3. Endotelinovy receptor

Jak bylo jiz vyse uvedeno, v poslednich letech byl studovan mozny vliv
genu pro ET-1 na progresi renalnich onemocnéni (4, 5). Vliv polymorfismu
EDNRA dosud nebyl analyzovan. Predpokladali jsme, ze silny
vazokonstrikéni ucinek ET-1, zprostfedkovany ET-A receptorem a vedouci
ke zhorSeni renalni perfuze i tubulointersticialnimu poskozeni, by mohl
prispivat ke zhorSeni renalni funkce u pacientd s [gAN.

V nasi studii se u pacientd s IgAN rozlozeni C1363T polymorfismu
EDNRA nelisilo mezi pomalymi a rychlymi progresory (Tab. 9). 75%
pacienti uzivalo ACEI nebo AT1 blokatory, proto nebyl stanoven vztah
mezi arterialni hypertenzi a riiznymi genotypy.

Predpokladany vliv C1363T genového polymorfismu vexonu 8
EDNRA na progresi IgAN byl vyloucen.

U pacientli s PCHLAD se rovnéz rozlozeni C/T polymorfismu EDNRA
vyznamné neliSilo mezi pomalymi a rychlymi progresory (Tab. 10).
Frekvence C alely byla jen nesignifikantné zvySena u pomalych progresort

(0,6 ve srovnani s 0,52 u rychlych progresortt).
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Srovnani v€ku renalniho selhani ukazalo, ze CC homozygotni zeny
s PCHLAD dosahly renalniho selhani signifikantné¢ pozdéji nez CT
heterozygotni zeny (t-test, p=0,018) (Tab. 11). U CC homozygotnich Zen
s PCHLAD jsme tedy prokazali o étyfi roky pozdé€jsi nastup renalniho
selhani nez u CT heterozygotnich Zzen. U muzl jsme nezjistili vliv tohoto
polymorfismu na progresi PCHLAD. Antioxida¢ni 0cinek estrogeni a
pravdépodobné niz§i piijem sodiku nepochybné zlepsuji klinicky pribéh
vétsiny renalnich onemocnéni u Zen. Negativni ucinek T alely tak mohl byt
vice vyjadfen u Zen se silnéj$imi antioxidacnimi mechanismy. T alela
spojena s vys§im pulzovym tlakem tak mize mit negativni vliv na progresi
renalnich onemocnéni zejména u Zen s nizs§im kardiovaskularnim rizikem.

Vylou¢ili jsme vliv C1363T polymorfismu EDNRA na progresi IgAN a
PCHLAD u muzi. CC genotyp tohoto polymorfismu se zda byt
prediktorem ptiznivého klinického pribéhu u zen s PCHLAD.

Tab. 9. Rozlozeni C/T polymorfismu EDNRA u pacienti s [gAN

Skupiny CC TC TT

IgAN-rychli progresofi | 32,9% (26/79) 49,4% (39/79) 17,7% (14/79)

IgAN-pomali progresofi | 28,4% (21/74) 56,8% (42/74) 14,8% (11/74)

Kontrolni skupina 29,0% (29/100) | 60,0% (60/100) | 11,0% (11/100)
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Tab. 10. Rozlozeni C/T polymorfismu EDNRA u pacientti s PCHLAD

Skupiny CC TC TT
PCHLAD-rychli progresofi 18,4% (9/49) | 65,3% (32/49) | 16,3% (8/49)
PCHLAD-pomali progresofi | 31,9% (15/47) | 57,4% (27/47) | 10,7% (5/47)
PCHLAD-renalni selhani
45-63 roky 20,6% (20/97) | 57,7% (56/97) |21,7% (21/97)
Kontrolni skupina 29% (29/100) | 60 % (60/100) | 11% (11/100)

Tab. 11. Vek renalniho selhani u pacienti s PCHLAD podle riznych

genotypu
Vék renalniho selhani u raznych
skupin CC CT TT
Vék renalniho selhani u vSech
PCHLAD (roky) 574+81 [53,0+9,1 |545+64
Vek renalniho selhani u Zen (roky) 523+11,6 {53,2+8,9 [51,4+9,9
Vék renalniho selhani u muza (roky) |55,4+10,0 53,1£9,0 |53,1+8,2

4. ECE-1

V nasi studii jsme vyloucili vliv ECE-1b C-338A polymorfismu na
progresi PCHLAD k renalnimu selhani. Neprokazali jsme signifikantni
rozdily mezi skupinami pomalych, rychlych progresorti, pacientil
s renalnim selhanim mezi 45-63 lety a kontrolni skupinou (x* = 4,89, p >
0,1; Tab. 12).

AA homozygotni jedinci se vyskytovali méné u pomalych progresort ve

srovnani s ostatnimi skupinami s PCHLAD. U AA homozygoti byla
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pozorovana tendence k niz§imu véku, kdy dosahli renalniho selhani ve
srovnani s dal§imi genotypy.

A alela C-388A ECE-1b polymorfismu vede ke zvySené koncentraci
ECE-1b a nasledné ke zvySené hladin¢ ET-1. U pacienti s PCHLAD se
aktivovany ET-1 zfejmé€ podili na zhorSeni renalni perfuze a na
cystogenezi. Ischémie ledvin tak pfispiva k tubulointersticialnimu
poskozeni a dalsi ztraté renalni funkce.

Predpokladali jsme negativni vliv vysSich hladin ET-1 vplazmé a
v cystické tekutiné na progresi pacienti s PCHLAD. Ve 2 recentnich
studiich byl u AA homozygotl nebo nosici A alely popsan vyssi krevni
tlak jako negativni prognosticky faktor. Funalot et al. (9) potvrdili vyssi
krevni tlak u AA homozygotnich Zzen ve francouzské populaci, coz tak
predstavuje negativni vliv této recesivni genové varianty na Uroven
krevniho tlaku. Funke-Kaiser et al. (8) potvrdili negativni 0c¢inek u
zenskych nosi¢ek A alely (u AA a u CA haplotypd) ve vybrané némecké
hypertenzni populaci. Jsme si vSak védomi, Ze existuji non-ECE ET-1
tvofici enzymy (chymazy a neutralni endopeptidazy), a ze koncentrace ET-
1 degradujicich enzymu se tak muaze lisit. Navic, ECE-1b také hydrolyzuje
s niz§i ucinnosti dalsi peptidy jako je bradykinin, angiotenzin I a substanci
P. Musime tedy vzit v ivahu, ze aktivita ECE mtize byt ovlivnéna dal§imi
faktory.

Vysledky nasi studie mohly byt zkresleny niz§im poctem pacienti.
Soucasné jsme nebyli schopni zhodnotit dal§i mozné spolupodilejici se
faktory jako obezitu, koufeni a hypertenzi. Funalot at al. (9) spekulovali o
androgen-stimulujici aktivit¢ ET-1 vedouci k nedostatecné Gc¢innosti ECE

variant u muzu.
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Vyloucili jsme signifikantni vliv ECE-1b polymorfismu na progresi

PCHLAD. Potvrdili jsme vSak mirnou tendenci k rychlej$imu poklesu

renalni funkce u AA homozygotnich jedincti (x*=2,14, p=0,1).

Tab. 12. Rozmisténi genotypi C-338A ECE-1b u pacienti s PCHLAD

Skupiny

CC

AC

AA

Pomali progresofi

51,1% (24/47)

46,8% (22/47)

2,1% (1/47)

Rychli progresofi

50,7% (36/71)

40,8% (29/71)

8,5% (6/71)

Renalni selhani

mezi 45-63 lety

59,8% (49/82)

31,7% (26/82)

8,5% (7/82)

Kontrolni skupina

53,75%(86/160)

40,0% (64/160)

6,25%(10/160)

5. eNOS

Pii vySetfovani GIlu298Asp polymorfismu eNOS jsme u nemocnych

s PCHLAD gzjistili vyznamné castéjsi vyskyt Glu298Asp a Asp298Asp

genotyptl u rychlych progresorti a u skupiny s renalnim selhanim mezi 40-

63 lety ve srovnani s pomalymi progresory a kontrolni skupinou (Chi-

kvadrat test, p<0,05; Tab. 13). Porovnanim véku dosazeného renalniho

selhani jsme u muzt s PCHLAD nezaznamenali signifikantné vyznamné

rozdily: Asp/Asp-54,9+£10,4 rokd, Asp/Glu-50,2+9.4, Glu/Glu-51,0+10,4

roky. U homozygotnich Asp/Asp zen jsme vSak potvrdili ¢asnéjsi zaCatek

renalniho selhani (49,2+5,6 let) ve srovnani s heterozygotnimi Zenami

(53,3£7,2 lety) a s Glu/Glu genotypy (54,849,7 lety) (t-test, p<0,05).
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Estrogeny reguluji tvorbu NO cestou eNOS (133). U muzi a u Zen
v obdobi menopausy byla prokdzana snizena aktivita NO. Je tieba vzit
vuvahu, Ze vysledky zfejmé mohou byt do urCité miry ovlivnény
omezenym poctem homozygotd s Asp variantou. Nicméné aktivita NO u
premenopauzalnich zen by mohla byt vice ovlivnéna zménami aktivity
eNOS s ohledem na rizné eNOS genotypy.  Ruzné biochemické dé&je
mohou pozménit pusobeni NO, podpofit tvorbu produkti oxidativniho
stresu, které pak mohou pfispét k proteinové a DNA oxidaci a stimulovat
bunéénou apoptdzu. Zvysené hladiny NO u premenopauzalnich Zen tak
mohou mit negativni ucinek ovlivnény mnoha neznamymi exogennimi
faktory.

Potvrdili jsme tedy negativni prognosticky vliv u nosi¢li Asp varianty
polymorfismu eNOS na progresi PCHLAD k rendlnimu selhani. Toto
zjisténi je i v souladu s jinymi autory (20). U Asp homozygotnich Zen jsme
prokazali o pét let niz§i praimérny vék renalniho selhani v porovnani s Glu

homozygotnimi Zenami.

Tab. 13. Rozmisténi genotypti Glu298Asp eNOS u pacienti s PCHLAD

Skupiny Asp/Asp Asp/Glu Glu/Glu
Pomali progresofi 8,80% 24,20% 67,00%
Rychli progresofi 9,60% 39,70% 50,70%

Renalni selhani mezi 45-63 lety 11,30% 41,50% 47,20%

Kontrolni skupina 8,00% 32,00% 60,00%
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6.a7. ACE a a-adducin

Porovnanim jednotlivych genotypli a-adducinu a ACE jsme nezjistili
signifikantné¢ vyznamné rozdily mezi pomalymi, rychlymi progresory,
pacienty s PCHLAD s rendlnim selhanim do 63 let véku a kontrolni
skupinou. Polymorfismy gend pro ACE a a-adducin nehraji signifikantni
roli v progresi PCHLAD k renalnimu selhani, ale zjistili jsme signifikantné
vyznamny sklon k lep$i prognoze u nosi¢u s Trp alelou a I/I genotypem
v porovnani s Gly/Gly homozygotnimi jedinci. U I/l homozygotl a zaroven
nositeli Trp alely (heterozygoti Trp/Gly + homozygoti Trp/Trp) jsme
pozorovali tendenci k pozdéjsimu nastupu renalniho selhani oproti Gly/Gly
homozygotim. Pravdépodobné nizs§i hladina reninu u I/I homozygotid je
umocnéna niz§i hladinou reninu u nositeld Trp alely a uplatiiuje se tak
v patogenezi hypertenze i ve vlastni cystogenezi. Ve studii Nicod et al. (21)
byl popsan synergisticky efekt ACE a adducin polymorfismu, kdy nizka
hladina reninu u II homozygoti je zfejmé kompenzovana vyssi hladinou
reninu u Gly/Gly homozygoti genu pro adducin s vyssi resorpei sodiku,

coz muze nasledné ovliviiovat progresi renalni insuficience.

Tab. 14. Trp/Gly genotypy a-adducin genového polymorfismu mezi
pacienty s PCHLAD a kontrolni skupinou

Skupiny Gly/Gly Trp/Gly Trp/Trp
Renalni selhani do 63 let | 149/220 (67,7%) | 67/220 (30,5%) | 4/220 (1,8%)
Pomali progresofi 71/96 (74,0%) |22/96 (22,9%) | 3/96 (3,1%)
Rychli progresofi 15/20 (75.0%) | 5/20 (25,0%) 0
Kontrolni skupina 141/200 (70,5%) | 54/200 (27,0%) | 5/200 (2,5%)
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Tab. 15. 1/D genotypy ACE genového polymorfismu mezi pacienty
s PCHLAD a kontrolni skupinou

Skupiny 11 I/D D/D
Renalni selhani do 63 let | 52/220 (23,6%) | 113/220 (51,4%) | 55/220 (25,0%)
Pomali progresofi 26/96 (27,1%) | 43/96 (44,8%) | 27/96 (28,1%)
Rychli progresofi 4/20 (20,0%) | 11/20 (55,0%) | 5/20 (25,0%)
Kontrolni skupina 46/200 (24,0%) | 104/200 (51,0%) | 50/200 (25,0%)

b) Familialni IsAN

Pro celogenomovou vazebnou analyzu byl pouzit program Merlin 1.1.1
,.using the affected only strategy* (22, 23) a stejny model jako byl pouzit
pfi analyze IGANI lokusu (2), ptedpokladajici, ze IgAN je autozomalné
dominantni onemocnéni s ,,disease allele frequency of 0.001, phenocopy
rate of 0.01 and estimated penetrance of 75“. Takto byly nalezeny tfi
lokusy s LOD skore vétsim nez 1 (Tab. 16).

Tab. 16.
Maximalni
Chromosom Oblast [bp] LOD skére
5 125.047.330 - 126.199.059 1,99
10 71.406.821- 79.919.011 1,18
13 98,581,669 - 99,923,832 2,28
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Pomoci genové vazebné analyzy (Merlin 1.1.1.) ¢ty rodin s IgAN jsme
zjistili novou vazbu IgAN na chromosom 13q 32.3 pii autozomalné
dominantnim pfenosu s predpokladanou penetranci 75 % s LOD skore
2,28. Tento gen doposud v literatufe nebyl popsan. Nase vysledky tak
potvrzuji znacnou genetickou heterogenitu u pacienti s IgAN. Zjisténi
genetického podkladu familidlnich forem IgAN ma mimofadny vyznam
pro mozné pochopeni patogeneze tohoto onemocnéni a ma samoziejme

uzky vztah k nami studovanym genovym polymorfismtim.
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VII. SOUHRN

V predkladané disertaéni praci, kterou jsem zpracovala v Ustavu
biologie a lékafské genetiky ve spolupraci s Klinikou nefrologie VFN a 1.
LF UK, jsem se zaméfila na mozny vliv genovych polymorfismid na
progresi renalni insuficience u I[gAN a PCHLAD. Vysetieni genovych
polymorfismti Endotelinu a Megsinu jsem zpracovala zcela samostatné, na
vySetieni ostatnich polymorfismu jsem se spolupodilela.

V nasi studii jsme se zabyvali jednak genovymi polymorfismy G198T,
T-1370G a 3A/4A ET-1, kde jsme nenalezli rozdily p¥i srovnani
genotypovych frekvenci mezi skupinami jedinci s IgAN s normalni
rendlni funkci a srenalnim selhanim. Pfi haplotypové analyze jsme
prokazali negativni u¢inek GG4A haplotypu (definovany jako G-198, G-
1370 a 4A alely). Zda se tedy, Ze teprve az spojeny ucinek vice alel se mize
projevit na progresi onemocnéni.

Dale jsme se zaméfili na vyzkum C2093T, C2180T genovych
polymorfismia Megsinu na progresi IgAN u Ceskych pacientd. Zietelny
efekt téchto polymorfismii nebyl potvrzen ani v jedno-genové (i
haplotypové analyze. Haplotypova rekonstrukce vSak odhalila, ze TT
haplotyp (definovany jako T-2093, T-2180) se signifikantné Ccastéji
vyskytoval u stabilni skupiny pacienti s ISAN neZ u progresivni skupiny.
TT haplotyp tedy zfejmé hraje protektivni ulohu v progresi pacienti
s IgAN. Ve srovnani s vysledky asijskych autord jsme si védomi, ze nase
vysledky jsou limitované mens$im poctem pacientd (byt znaénym na
domaéci poméry). V budoucnu planujeme rozsifit soubor, dale se zaméfit na
intrarenalni expresi gent, analyzu histologickych nalezi renalnich biopsii,

detekci sérovych proteind ¢i abnormalné glykosylovanych cirkulujicich
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imunokomplext v moci.

Dale jsme vyloucili predpokladany vliv C1363T genového
polymorfismu v exonu 8 EDNRA na progresi IgAN a PCHLAD u
muzi. U CC homozygotnich zen s PCHLAD jsme prokazali o ¢tyfi roky
pozdéjsi nastup renalniho selhani nez u CT heterozygotek. CC genotyp se
tak zda byt prediktorem piiznivého klinického pribéhu u Zen
s PCHLAD.

Nasledné jsme vyloudili vliv genového polymorfismu C-338A ECE-
1b na progresi PCHLAD Kk renalnimu selhani. AA homozygotni jedinci
se vyskytovali méné u pomalych progresorii ve srovnani s ostatnima
skupinama s PCHLAD. Soucasné¢ méli AA homozygoti i mirny sklon
k niz§imu véku, kdy dosahli rendlniho selhdni ve srovnani s dal$imi
genotypy. U AA homozygotnich jedinci jsme tak potvrdili mirnou
tendenci k rychlejSimu poklesu renalni funkce.

Dale jsme se zaméfili na studium Glu298Asp polymorfismu eNOS a
zjistili jsme vyznamné Castéjsi vyskyt Glu298Asp a Asp298Asp genotyptl u
rychlych progresori a u PCHLAD skupiny s renalnim selhdnim mezi 40-63
lety ve srovnani s pomalymi progresory a kontrolni skupinou.  Potvrdili
jsme tedy mnegativni prognosticky vliv u nosi¢i Asp varianty
polymorfismu eNOS na progresi PCHLAD k renalnimu selhani. U Asp
homozygotnich zen jsme prokazali o pét let niz$i primérny vék renalniho
selhani v porovnani s Glu homozygotnimi zZenami.

Pii vySetieni polymorfismi geni pro ACE a e-adducin jsme
neprokazali jejich ulohu v progresi PCHLAD k rendlnimu selhani, ale
zjistili jsme signifikantné vyznamny sklon k lepSi prognéze u nosicu

s Trp alelou a I/l genotypem v porovnani s Gly/Gly homozygotnimi
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jedinci.

Pomoci genové vazebné analyzy ctyf rodin s familidlni IGAN jsme
zjistili novou vazbu onemocnéni na chromosom 13q 32.3 pfi autozomalné
dominantnim pifenosu s piedpokladanou penetranci 75 % s LOD skore 2,28.
Tento gen doposud v literatuie nebyl popsan. Nase vysledky tak potvrzuji

znacnou genetickou heterogenitu u pacientd s [gAN.

Nase prace je soucasti systematické analyzy genovych polymorfismt u

vybranych chorob ledvin. Dospéli jsme k n€kterym zajimavym vysledkim,
které mohou mit dopad i pro klinickou praxi. I kdyz pfesna etiologie ¢i
patogeneze obou studovanych onemocnéni dosud neni znama, genetické
faktory se pfi jejich vzniku nepochybné uplatiiuji. Nami studované genové
polymorfismy tak mohou pfispét ke stanoveni progndzy onemocnéni.
Pokud hodnotime praci v kontextu jinych studii zabyvajicich se genovymi
polymorfismy, nelze vyloucit, ze nékteré vysledky nami vySetfovanych
genovych polymorfismli mohly byt limitované mensim poctem pacientt.
V soucasné dobé doslo k mimofadnému vyvoji v oblasti technologie
zpracovani genovych polymorfismi. V budoucnu bude tfeba rozsifit
soubory, vytvorit multicentrické studie, propojit tyto vysledky s intrarenalni
expresi gent (v piipadé IgAN) a stanovenim sérovych proteini tedy
genovych produktd. Ztéchto divodid jsme zahgjili dalsi prace na
intrarendlni exprese genti vramci grantovych projekti (IgA MZCR
NR/9523-3, NR/8913-4 a VZ 0021620806).

Nasim cilem bylo stanovit mozné ovlivijici faktory progrese
onemocnéni, [gAN a PCHLAD, a napomoci tak efektivni 1écbé, ktera by

vedla nejen ke zlepSeni kvality zivota nemocnych, ale samoziejmé¢ i ke
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snizeni ekonomickych nakladi spojenych s dialyzacni lécbou, ke které

dospéje 20 az 40 % nemocnych s IgAN a 7 % nemocnych s PCHLAD.

VIII. SUMMARY

I worked on the referred to dissertation thesis in the Department of
Biology and Human Genetics in cooperation with the Department of
Nephrology of General Teaching Hospital and the First School of Medicine
at Charles University. I concentrated on the possible influence of gene
polymorphisms on the progression of renal insufficiency of IgAN and
ADPKD to ESRD. I investigated the gene polymorphisms of Endothelin
and Megsin myself and I participated in examinations of other gene
polymorphisms.

In our study we were concerned with the gene polymorphisms of
G198T, T-1370G a 3A/4A ET-1 and we did not find any differences by
comparing genotype frequencies among the IgAN groups with normal
renal function and ESRD. The haplotype analysis demonstrated the
negative influence of GG4A haplotype (defined as G-198, G-1370 and 4
A allele). The association of GG4A haplotype with the progression of
chronic glomerulonephritides, especially IgAN, might be explained by
shared interaction of all ET-1 polymorphisms.

Then we dealt with the research of C2093T, C2180T Megsin gene
polymorphisms on the progression of [gAN in Czech patients. No obvious
effect of these polymorphisms was found in single-gene or in haplotype
analysis. Nevertheless, the Megsin haplotype reconstruction revealed that

the TT haplotype (defined as T-2093, T-2180) could be found
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significantly in a higher frequency with a stable group of IgAN in
comparison with its proportion within the progressive group. These
differences in TT haplotype distribution can be in favour with a protective
role of TT haplotype in the progression of IgAN. However, our results
are restricted by the limited number of patients compared with the Asian
studies. We are planning to extend our group of IgAN patients concerned
with intrarenal gene expressions: an analysis of histological patterns of
renal biopsies and the detection of the serum’s protein or abnormal
glycosylated circulating imunocomplexes in the urine.

We excluded the putative influence of C1363T exon 8 EDNRA gene
polymorphism on the progression of IgAN and ADPKD in men. CC
homozygous women with ADPKD achieved ESRD four years later
compared with CT heterozygous women. The CC genotype is supposed to
be a predictor of a favourable clinical course in ADPKD women.

Subsequently, we excluded the effect of ECE-1b C-338A
polymorphism in the progression of ADPKD to ESRD. AA homozygous
patients occurred less in slow progressors by comparison with other
ADPKD groups. AA homozygous patients had younger age of ESRD
compared with the other genotypes. We observed a mild tendency to
faster declining of renal functioning in AA homozygous patients.

Then we concentrated on the research of Glu298Asp polymorphism
eNOS and we found the Glu298Asp and Asp298Asp genotypes to be more
frequent in ADPKD groups with rapid progression and ESRD between 40-
63 ages compared to slow progressors and the control group. Thus, we
confirmed the negative prognostic influence of Asp carrier variants of

eNOS polymorphism on the progression of ADPKD to ESRD. We
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demonstrated a five year lower mean age of ESRD in Asp homozygous
women compared to Glu homozygous women.

We did not confirm the influence of ACE and a-adducin gene
polymorphisms on the progression of ADPKD to ESRD but Trp and I/l
genotype carriers had a significantly better prognosis in comparison
with Gly/Gly homozygous patients.

We examined four families with suspected familial IgAN. A total of
29 subjects were genotyped and were included in a genome-wide linkage
analysis. By genome-wide linkage analysis (Merlin 1.1.1.) of four IgAN
families we found out new linkage of IgAN to chromosome 13q 32.3
under an autosomal dominant model of transmission with estimated
penetrance of 75 % with LOD score 2,28. To date, genome-wide linkage
studies of familial [gAN have found no persuasive candidates. Our results
provide further evidence for genetic heterogeneity among families with

IgAN.

The results of gene polymorphisms shown above could be limited by
the lower number of patients (nevertheless, in context with the studies
performed in Europe, this number of patients was relatively high).
Although the precise etiology of both studied diseases has yet to be known,
undoubtably the genetic factors play the significant role by their occurance.
Gene polymorphisms studied in our project certainly contributed to an
assessment of the prognosis of the diseases. In the future, these results have
undoubtably to be connected with intrarenal gene expression (in case of

IgAN) and the assesment of the serum proteins: the gene’s products.
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The aim of our study was to determine the possible affecting factors of
the progression of the diseases IgAN and ADPKD, and to help the
treatment which could improve not only the patient’s quality of life but also

to reduce the economic cost associated with renal replacement therapy.
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