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Abstrakt 

Nefrotický syndrom je onemocnění ledvin, jehož podstatou je porucha podocytů. Může 

vzniknout sekundárně následkem infekce, systémového onemocnění či některých léků, nebo se 

vyskytne jako náhlá izolovaná primární porucha ledvin. Současný standardní léčebný postup 

zatěžuje pacienty četnými závažnými nežádoucími účinky. U části nemocných, kteří jsou k 

úvodní několikatýdenní glukokortikoidní léčbě rezistentní, se daří identifikovat kauzální 

genetický podklad, u ostatních zůstává příčina neznámá. U pacientů reagujících na úvodní 

glukokortikoidní léčbu remisí později může dojít k opakovaným relapsům s nutností 

dlouhodobé glukokortikoidní terapie. Tato práce popisuje vlastní originální výzkumné studie, 

které se zabývaly možnostmi zlepšení diagnostiky genetických příčin nefrotického syndromu, 

objevováním molekulární podstaty druhé nejčastější genetické příčiny steroid-rezistentní formy 

onemocnění (způsobené mutacemi transkripčního faktoru WT1) a hledáním klinických a 

laboratorních faktorů predikujících rezistenci ke glukokortikoidní léčbě. 

 

Kombinací klasického Sangerova sekvenování a moderního sekvenování nové generace (NGS) 

jsme jako první v kohortě 18 let sbíraných vzorků českých a slovenských dětí s nefrotickým 

syndromem identifikovali monogenní příčinu u 38 % z nich. Nejprevalentnější byly kauzální 

varianty v genech NPHS2 (15 %), WT1 (9,5 %) a NUP93 (5,4 %). Funkční studie odhalila 

významné změny v afinitě 6/8 mutantních forem transkripčního faktoru WT1 k cílové sekvenci 

DNA a luciferázová esej v buněčné linii HEK293 pak i zvýšenou expresi jednoho z cílových 

genů ACTN1 u dvou mutantů WT1 s největší změnou vazebné afinity. Z dostupných klinických 

a laboratorních dat pacientů se nám nepodařilo nalézt parametr, který by predikoval 

terapeutickou odpověď na glukokortikoidy. Metoda NGS významně urychluje a zlevňuje 

diagnostiku monogenních příčin glukokortikoid-rezistentního nefrotického syndromu. 

Výsledek genetické analýzy nám již dnes umožňuje navrhnout efektivní individualizovanou 

léčbu u některých jedinců. U ostatních a to i u těch, u kterých je kauzální gen známý, se čeká 

na objasnění nebo upřesnění molekulární podstaty onemocnění. To je předpokladem úspěšné, 

efektivní, cílené a nežádoucími účinky nezatížené léčby, která je však bohužel dnes pro většinu 

těchto pacientů nedostupná. 
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Abstract 

Nephrotic syndrome is a kidney disease caused by injury of the podocytes. It can be secondary 

due to infection, systemic disease or certain drugs, but it may also present as sudden primary 

nephrotic syndrome without obvious inducer. Current standard treatment has many severe 

adverse effects. In some patients that are resistant to the initial several-week-long 

glucocorticoid treatment it is possible to reveal the causative genetic aetiology of the disease, 

whereas in the rest of them aetiology remains unknown. Those who respond well to initial 

glucocorticoid treatment and achieve remission may later on develop repeated relapses 

requiring long-term glucocorticoid therapy. This work describes our original research studies 

focusing on the improvement of genetic diagnostics of nephrotic syndrome, on the exploration 

of molecular mechanisms of the second most common genetic cause of the steroid-resistant 

nephrotic syndrome (transcription factor WT1 mutants) and on the search of clinical and 

laboratory factors that could predict the resistence to glucocorticoid treatment. 

 

By combining Sanger and next-generation sequencing (NGS) we were the first to identify 

monogenic cause in 38 % of Czech and Slovak children with steroid-resistant nephrotic 

syndrome whose samples had been collected for 18 years. The most prevalent causative variants 

were in genes NPHS2 (15 %), WT1 (9,5 %) and NUP93 (5,4 %). A functional study revealed 

that in 6/8 mutant forms of WT1 transcription factor the DNA-binding affinity was significantly 

changed. Subsequent luciferase assay in HEK293 cells showed that two WT1 mutant forms 

presenting with the largest change of the DNA-binding affinity induced the expression of one 

of the target genes ACTN1. The available clinical and laboratory data of the patients did not 

prove to be predictive of the response to the initial glucocorticoid treatment. The NGS 

significantly accelerates and reduces the costs of the genetic diagnostics of the monogenic 

causes of steroid-resistant nephrotic syndrome. The result of the genetic analysis already now 

allows for effective individualized treatment in some patients. However, in the majority of them 

including those with know monogenic cause of the disease, we are still waiting for clarification 

of the the molecular mechanism of the disease. This is an important prerequisite for successful, 

effective, targeted and side-effects-free treatment, which is nowadays unavailable to most 

patients. 
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1. Úvod do problematiky 

1.1 Definice a diagnostika nefrotického syndromu 

Nefrotický syndrom (NS) je onemocnění ledvin charakterizované proteinurií, 

hypoalbuminémií projevující se nejčastěji otoky kotníků a obličeje a hyperlipidémií (Varner 

et al., 2018; Skálová and Zieg, 2017). Jedná se o jedno z nejčastějších dětských ledvinových 

onemocnění s incidencí v Evropě cca 1/25 000 dětí (Dossier et al., 2016). Neléčený NS může 

dospět až k selhání ledvin a úmrtí. NS vzniká při zvýšené propustnosti glomerulární filtrační 

bariéry v ledvinách způsobené vrozeným nebo získaným poškozením specializovaných 

ledvinových buněk - podocytů (Varner et al., 2018; Torban et al., 2019). NS se u menších dětí 

diagnostikuje pomocí kvantitativního zhodnocení proteinurie z ranního jednorázového vzorku 

moči poměrem bílkoviny a kreatininu (nefrotická proteinurie je > 200 mg/mmol) (Skálová and 

Zieg, 2017; KDIGO., 2012). U starších dětí lze proteinurii také vyšetřit 24hodinovým sběrem 

moči (hodnota bílkoviny je > 960 mg/m2/den) (Skálová and Zieg, 2017). Hypoalbuminémie je 

pak definována hodnotou sérového albuminu < 25 g/l (KDIGO., 2012). Hyperlipidémii ve 

většině laboratoří odpovídá vzestup sérového cholesterolu > 4,2-5,0 mmol/l (podle věku) a 

sérové koncentrace triglyceridů > 1,6-2,2 mmol/l (podle věku) (Geier, 2001; Skálová and Zieg, 

2017). Chronické onemocnění ledvin se diagnostikuje a klasifikuje podle míry snížení 

glomerulární filtrace (GF) vypočtené dle Schwartzovy rovnice. GF vypovídá o schopnosti 

ledvin očistit plazmu od kreatininu za jednotku času (tzv. clearance kreatininu). Pro její výpočet 

je třeba znát koncentraci sérového kreatininu, výšku pacienta a pohlavně a věkově specifickou 

proporční konstantu. Normální renální funkce je definována hodnotou > 90 ml/min/1,73 m2 

(renální selhání je definováno jako GF < 15 ml/min/1,73 m2) (Staples et al., 2010).  

 

1.2 Dělení nefrotického syndromu 

NS lze dělit dle etiologie onemocnění, tj. primární forma NS (dělí se na monogenní a 

idiopatickou formu bez známé příčiny). Sekundární NS je komplikací primárně neledvinového 

chronického onemocnění (např. diabetes, systémový lupus, chronická hepatitida B a C, HIV, 

atp.) nebo důsledkem expozice některým lékům (např. penicilamin, lithium, ampicilin) nebo 

nefrotoxickým těžkým kovům (např. rtuť, kadmium) (Varner et al., 2018; Kodner, 2009). 

Primární formy se častěji vyskytují u dětí, a proto zde můžeme aplikovat také věk jako parametr 

pro rozdělení NS (Santín et al., 2011). Kongenitální NS se projevuje u novorozenců a kojenců 

do 3 měsíců od narození (Bérody et al., 2019). Při manifestaci NS mezi 4. a 12. měsícem života, 
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se jedná o infantilní formu onemocnění a NS projevující se po 1. roce života označujeme jako 

dětský NS (Skálová and Zieg, 2017), přičemž proporce molekulárně geneticky pozitivních 

nálezů klesá s rostoucím věkem (kongenitální NS 85 % případů, infantilní NS 40 % případů, 

dětský NS 11 % případů) (Skálová and Zieg, 2017; Trautmann et al., 2015; Bérody et al., 2019; 

Sadowski et al., 2015). Dělení dle věku vzniku je čistě popisné bez jakéhokoliv zpřesnění 

budoucího průběhu NS. Další využívané dělení NS je dle histologického nálezu, kdy se u dětí 

indikovaných k renální biopsii nejčastěji setkáváme s „nemocí minimálních změn 

glomerulů“ (MCD, 80 – 90 % případů) a s histologickým nálezem fokální segmentální 

glomerulosklerózy (FSGS, 10 – 20 % případů; je závažnější postižení; častější u steroid-

rezistentní formy než u senzitivní formy onemocnění) (Vivarelli et al., 2017; D'Agati et al., 

2011; Bierzynska et al., 2017; Trautmann et al., 2015). Vzhledem ke své invazivitě, indikace 

primárně pouze u steroid-rezistentních případů a nepřesnostech při odběru, není renální biopsie 

a následné histologické hodnocení optimálním přístupem k určení prognózy onemocnění ani 

k určení cílené a efektivní terapie.  

 

1.3 Dělení NS dle odpovědi na glukokortikoidní terapii 

Standardní úvodní léčba primárního NS spočívá v šestitýdenním podávání vysokých 

dávek glukokortikoidů (60 mg/m2/den) a je jednotná pro všechny pacienty. Cílem léčby NS je 

dosažení remise onemocnění a zabránění jeho relapsu. S ohledem na cíle léčby se rozlišuje 

kompletní remise onemocnění (poměr sérových koncentrací celkové bílkoviny a kreatininu < 

20 mg/mmol) a částečná remise (redukce proteinurie o více než 50 % a poměr sérových 

koncentrací celkové bílkoviny a kreatininu 20 – 200 mg/mmol) (KDIGO., 2012). Podle 

vymizení proteinurie na konci tohoto intervalu se onemocnění dělí na steroid-senzitivní 

(SSNS, 80 % dětí) nebo steroid-rezistentní NS (SRNS, 20 % dětí) (McKinney et al., 2001). 

Iniciální odpověď na léčbu glukokortikoidy je v současné době hlavním prognostickým 

ukazatelem NS (Narla and Swiatecka-Urban, 2020). U 80 – 90 % jedinců se SSNS se vyskytne 

nejméně jeden relaps (Lombel, Gipson, et al., 2013). Z toho až u 50 % pacientů dochází 

k opakujícím se relapsům onemocnění reagujících na standardní glukokortikoidní léčbu nebo 

je u nich remise dosaženo pouze dlouhodobým podáváním glukokortikoidů (tzv. 

kortikodependence) (Lombel, Gipson, et al., 2013; Downie et al., 2017). Může však také dojít 

ke vzniku sekundární rezistence ke glukokortikoidům, dle recentní studie je tomu tak až u 30 

% jedinců původně k terapii senzitivních (Bierzynska et al., 2017). V tom případě je nutné 
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pokračovat v terapii jinými imunosupresivy či chemoterapeutiky (Lombel, Gipson, et al., 

2013).  

Jedinci se SRNS, u kterých jsou glukokortikoidy již od samého počátku terapie 

neefektivní (ale přijde se na to z důvodu nastavení diagnostických kritérií až po šesti týdnech 

léčby), mohou mít monogenní etiologii a profitovat z cílené terapie (např. substituce 

koenzymem Q10 u jedinců s patogenními variantami v genech pro enzymy biosyntézy 

přirozeného koenzymu Q10 (Stańczyk et al., 2018)). U genetických případů, kde cílená terapie 

není známá, je v současné době využívána léčba symptomatická (především podávání 

antihypertenziv, ACE-inhibitorů a blokátorů angiotenzinového receptoru) (Skálová and Zieg, 

2017). Pozitivní genetický výsledek má také prognostický význam pro plánování transplantace 

ledviny, neboť je u těchto jedinců po úspěšně provedené transplantaci velmi nepravděpodobný 

relaps NS. Oproti tomu jedinci s negativním genetickým nálezem mají 50 % riziko vzniku 

rekurence po transplantaci (Bierzynska and Saleem, 2018). U jedinců s idiopatickým SRNS 

(negenetická forma) nemůžeme vyloučit patogenní variantu v doposud neznámém genu nebo 

jinou etiologii onemocnění. U těch tak zatím cílená terapie není možná a lékem první volby 

jsou kalcineurinové inhibitory, v případě nízkého efektu této terapie pak v kombinaci s nízkou 

dávkou glukokortikoidů (Skálová and Zieg, 2017; Lombel, Hodson, et al., 2013; Dogra and 

Kaskel, 2017). Všechny děti s NS, které nedosáhnou dlouhodobé remise nebo jen omezeného 

počtu relapsů, jsou vystaveny chronické vysoko-dávkované glukokortikoidní či dlouhodobé 

kalcineurinové léčbě s četnými vážnými nežádoucími účinky (např. katarakta, obezita, 

zhoršená obranyschopnost proti infekcím, porucha růstu, osteoporóza (Hahn et al., 2015), 

emoční nestabilita (Mishra et al., 2010), při dlouhodobém podávání kalcineurinů pak 

nefrotoxicita, poškození jater, hypertenze atd. (Safarini and Patel, 2020)) a mají vysoké riziko 

vzniku renálního selhání s nutností chronického dialyzačního programu nebo transplantace 

ledvin (Tullus et al., 2018). 

 

1.4 Genetika nefrotického syndromu 

Již před více než 20 lety se podařilo odhalit první gen asociovaný s kongenitálním NS. 

Jednalo se o gen NPHS1 (kóduje nefrin, nezbytnou strukturní komponentu extracelulární části 

glomerulární filtrační membrány) (Kestilä et al., 1998). Později došlo k nálezu dalšího 

významného markeru podocytů, genu NPHS2 (kóduje podocin, tvořící transmembránový spoj 

mezi extracelulárními komponenty glomerulární filtrační membrány a cytoskeletem buňky) 
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(Boute et al., 2000). Výzkum postupně odhalil, že proteiny podocin i nefrin se nacházejí 

specificky v podocytech, kde společně interagují s cytoskeletálními proteiny (CD2AP) (Koziell 

et al., 2002) a jsou hlavními komponentami podílejícími se na stavbě mezibuněčného spojení 

podocytů (Schwarz et al., 2001; Huber et al., 2001). Paralelně s nálezem patogenních variant 

genu NPHS1 asociovaných s NS byly objeveny kauzální varianty genu WT1, které byly 

identifikovány u jedinců se SRNS asociovaného s dalšími neledvinovými projevy a poruchami 

(například Denys-Drashův a Frasierův syndrom) (Barbaux et al., 1997; Klamt et al., 1998; 

Mueller, 1994). Patogenní varianty třech zmíněných genů (NPHS1, NPHS2 a WT1) byly 

posléze v populačních studiích shledány jako nejčastější příčiny kongenitálního a infantilního 

NS (Trautmann et al., 2015; Hinkes et al., 2007). Genetické vyšetření SRNS je tedy nejvíce 

smysluplné především v nejnižších věkových kategoriích.  

Rozvoj metod masivního paralelního genetického sekvenování (next generation 

sequencing, NGS) umožnil cílené a efektivní vyhledávání genetické příčiny NS. Rozsáhlá 

multicentrická studie (1783 rodin), která se zaměřila na vyšetření 27 v té době známých genů u 

dětí i dospělých s manifestací SRNS před 25. rokem života, identifikovala patogenní variantu 

u 30 % jedinců (Sadowski et al., 2015). Další studie, jejichž cílem bylo molekulárně genetické 

vyšetření celonárodních kohort dětí se SRNS, ukázaly také cca 20 – 30 % pozitivních nálezů 

(Bierzynska et al., 2017; Wang et al., 2017; Siji et al., 2018). Monocentrická studie z Dětské 

nemocnice v Bostonu však genetickou příčinu SRNS identifikovala pouze u 11 % případů ze 

77 dětí se SRNS (z celkem 72 rodin) (Tan et al., 2018). V bostonské studii byl analyzován 

obdobný počet genů (24) jako ve výše uvedené multicentrické studii (Sadowski et al., 2015). 

Porovnání těchto dvou studií ukazuje, že proporce pozitivních nálezů může být ovlivněna 

velikostí sledované kohorty. Další podstatný vliv mohou mít příbuzenské vztahy ve zkoumané 

populaci (50 % pozitivních nálezů v rodinách s příbuzenskými vztahy a 25 % v rodinách 

s nepříbuzenskými vztahy dle (Sadowski et al., 2015)). Na proporci pozitivních nálezů má také 

vliv s rostoucím poznáním v čase přibývající počet nově identifikovaných genů. Nedávná 

britská studie analyzující genetickou příčinu SRNS odhalila 26 % pozitivních případů při 

vyšetření 53 genů (Bierzynska et al., 2017). Majoritní podíl drží patogenní varianty v genech 

NPHS1, NPHS2 a WT1 (dnes známo až 70 genů), bez ohledu na velikost nebo etnikum 

studované populace (Trautmann et al., 2015; Bierzynska et al., 2017; Sadowski et al., 2015). 

Nevýhodou dnes poměrně rychlého odhalování dalších možných genetických příčin NS díky 

NGS je, že u mnoha genů není dosud objasněna jejich funkce, resp. role v patogenezi 

onemocnění a mnoho nalezených variant je klasifikováno jako varianty nejasného klinického 
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významu. Jediným způsobem, jak objasnit kauzalitu nových kandidátních genů či nových 

variant již známých genů, je provedení časově náročných a finančně nákladných funkčních 

studií in vitro.  

 

1.5 Jiné možné příčiny nefrotického syndromu 

Dvě třetiny dětí se SRNS mají negativní genetický nález a příčina poškození glomerulů 

u nich zůstává neobjasněna (Bierzynska et al., 2017). U části těchto dětí může být NS způsoben 

patogenní variantou v dosud nepopsaném genu, v literatuře se však také spekuluje o doposud 

nepotvrzených imunogenních sérových faktorech (Colucci et al., 2018). Vliv imunitních 

procesů v patogenezi NS se nabízí proto, že většina používaných léků moduluje aktivitu T 

anebo B lymfocytů (Colucci et al., 2018). Příkladem je podávání monoklonální protilátky 

rituximab, která cílí na specifický lymfocytární antigen CD20. Rituximab se také váže na 

lipidovou fosfodiesterázu SMPDL-3b podocytů (Ravani et al., 2016). Inhibuje apoptózu těchto 

buněk a stabilizuje jejich cytoskelet (Fornoni et al., 2011). Efektorem imunitně indukovaného 

poškození podocytů a potažmo glomerulární filtrační membrány u dětí s idiopatickým NS může 

být solubilní faktor cirkulující v séru. Důkazem existence takového sérového faktoru je 

například vysoké riziko rekurence onemocnění u transplantovaných pacientů s idiopatickým 

NS (Bierzynska and Saleem, 2018), kdy rekurenci NS po transplantaci ledviny bylo zabráněno 

výměnou krevní plazmy (Fine, 2007). 

 

1.6 Verifikace monogenní příčiny SRNS  

Základní metodou genetických analýz je Sangerovo sekvenování založené na 

amplifikaci vybraného úseku DNA pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) se 

zařazováním fluorescenčně značených nukleotidů. Sangerovo sekvenování spolehlivě 

syntetizuje úseky o délce až 1000 párů bází (sekvenační přesnost je 99,9 %) (Kolísko, 2017). 

Metoda je vhodná k rutinnímu genetickému vyšetření chorob, které se dají vysvětlit nálezem 

patogenních variant v omezeném množství genů či jejich exonů (cca 1 – 5). Nevýhodou je 

časová náročnost metody (amplifikace 1 úseku DNA za 1 PCR cyklus) (Kolísko, 2017). 

V případě testování více genů nebo exonů, narůstají náklady na provedení metody a vyplatí se 

investovat do sekvenování nové generace (NGS). NGS umožňuje sekvenování velkého počtu 

vybraných genů (panel až několika set genů) nebo celého exomu (soubor všech exonů všech 
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genů v analyzované DNA) či genomu (prakticky celá DNA včetně nekódujících oblastí) (Carter 

and He, 2016; Illumina, 2017). Rozdílem oproti výše uvedené základní metodě je masivní 

paralelní amplifikace milionů úseků DNA v jednom kroku. Nevýhodou NGS je pouze nižší 

přesnost (nalezené varianty se ověřují Sangerovým sekvenováním). Výhodou NGS je nižší cena 

a menší časová náročnost.  

 

1.7 Funkční studie NS - mikroškálová termoforéza (MST) 

Ověřit funkci mutovaného proteinu lze pomocí funkčních studií. Jednou z možností je 

analýza vazebné interakce proteinu s cílovým receptorem (jedná-li se o ligand), ligandem 

(jedná-li se o receptor), jiným proteinem (jedná-li se o proteinový komplex) nebo specifickou 

DNA sekvencí (jedná-li se o transkripční faktor). Mikroškálová termoforéza (MST) detekuje 

změnu rychlosti pohybu fluorescenčně označené molekuly při jejím navázání na svého 

vazebného partnera. Laserem indukované teplo v ohraničeném bodě směsi vazebných partnerů 

vyvolá pohyb molekul – termoforézu. Ta se mění s měnící se koncentrací fluorescenčně 

neoznačeného vazebného partnera zkoumané molekuly. Za ideálních podmínek eseje tak lze 

stanovit disociační konstantu (Kd) vazebné interakce (Jerabek-Willemsen et al., 2011; Jerabek-

Willemsen et al., 2014). Výhodou metody MST je potřeba jen malého objemu vzorku, 

senzitivita v nanomolech, rychlá příprava i analýza, není nutná imobilizace proteinů a je možné 

využít proteiny s již předem konjugovanou fluorescenční značkou (Jerabek-Willemsen et al., 

2014). Nevýhodou MST jsou omezení ve složení analytických pufrů, kdy například 

merkaptoethanol nebo vysoké koncentrace solí mohou negativně ovlivňovat fluorescenci a tedy 

i výsledek měření. 
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2. Hypotézy a cíle disertační práce 

Hypotézy: 

1) Cílené molekulárně genetické vyšetření dětí se SRNS odhalí příčinu jejich onemocnění a 

pomůže pochopit jeho podstatu. 

2) Jedním z možných mechanizmů vzniku onemocnění je změna exprese cílových genů 

v podocytech indukovaná mutovanými formami transkripčních faktorů (např. WT1). 

3) Objasnění genetické příčiny a mechanizmu vzniku SRNS pomůže otevřít cestu k terapii „šité 

na míru“ a zabrání tím rozvoji závažných nežádoucích účinků doposud standardně a uniformně 

používaných vysokých dávek glukokortikoidů.   

4) Vybrané klinické a laboratorní parametry zaznamenané v době manifestace nefrotického 

syndromu by mohly predikovat odpověď na úvodní terapii glukokortikoidy. 

 

Cíle: 

Cílem této práce bylo pomocí metod molekulárně genetických (celoexomové a RNA 

sekvenování), analytických (mikroškálová termoforéza, luciferázová esej), kultivačních 

(příprava transfekovaných buněčných linií) a metod genového inženýrství (cílená mutageneze, 

příprava mutantních proteinů) poodhalit mechanizmy vzniku SRNS u dětí. 

1) Kombinací Sangerova a celoexomového sekvenování cíleného na všechny známé geny 

asociované se SRNS zjistit prevalenci jednotlivých monogenních příčin onemocnění u 

dlouhodobě sbírané kohorty českých a slovenských dětí. 

2) In vitro připravit v populaci dětí se SRNS nalezené mutované formy transkripčního faktoru 

WT1, analyzovat jejich vazebnou afinitu k cílové DNA sekvenci za použití mikroškálové 

termoforézy (MST) a popsat expresi cílových genů. 

3) Otestovat vztah vybraných klinických a laboratorních parametrů zaznamenaných v době 

manifestace (otoky, výše proteinurie, hypertenze) k odpovědi na úvodní glukokortikoidní 

terapii. 
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3. Materiál a metodika 

Kritéria pro zařazení pacientů do studií a popis laboratorních postupů užitých při analýzách 

jednotlivých složek práce jsou podrobně uvedeny v metodice disertační práce a v jednotlivých 

publikacích, které jsou podkladem předkládané disertační práce. 

 

3.1 Metodika studie 1 - Molekulárně genetické vyšetření jedinců se SRNS 

a) Zařazení pacientů a sběr vzorků DNA 

Zařazení dětských pacientů společně se sběrem vzorků DNA probíhalo 18 let mezi roky 

2000 – 2017. Celkově bylo do studie zařazeno 74 českých a slovenských dětí (38 chlapců a 36 

dívek) ze 70 rodin splňujících kritéria zařazení.  

b) Genetická analýza 

Sangerova analýza genů NPHS2 a WT1 (pouze nejčastěji mutované exony 8 a 9 (Mucha 

et al., 2006)) byla provedena u všech dětí. U dětí s kongenitálním NS byl navíc sekvenován gen 

NPHS1. Všechny vzorky s negativním výsledkem z první části genetické analýzy byly 

podrobeny sekvenování nové generace pomocí navrženého panelu 48 genů v té době se známou 

asociací se SRNS z kitu Haloplex od Agilent Technologies. Na základě obecně přijímaných 

genetických standardů (ACMG) byly varianty vyhodnoceny jako patogenní, pravděpodobně 

patogenní, pravděpodobně benigní, benigní nebo varianty nejasného klinického významu 

(Kleinberger et al., 2016; Richards et al., 2015). 

 

3.2 Metodika studie 2 – Analýza vazebné afinity mutantů WT1 k cílové DNA sekvenci 

a) Původ WT1 variant 

Pro tuto studii bylo vybráno 9 pacientů s mutovaným genem WT1. Celkem 7/9 WT1 

pacientů bylo součástí kohorty ve „studii 1“ a další dva pacienty jsme detekovali později 

Sangerovým sekvenováním. 

b) Příprava WT1 proteinů 

Varianty WT1 byly připraveny syntézou DNA plazmidů WT1 tranksripčního faktoru 

získaného z buněk lidského adenokarcinomu (A549). 
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c) Exprese proteinů WT1 

Exprese byla provedena v bakteriálním kmeni Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3) 

CodonPlus RIL. Přítomnost proteinu byla ověřena metodou SDS-PAGE. 

d) Izolace a purifikace proteinů WT1 

Izolace WT1 proteinů z bakteriálních pelet a separace proteinů byla provedena pomocí 

rychlé proteinové kapalinové chromatografie (FPLC, purifikační systém ÄKTA pure se 

softwarem Unicorn) nejprve na základě jejich iontového náboje a poté dle velikosti. 

e) Vazebná analýza 

MST byla provedena na přístroji Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies) 

s vlastním softwarem poskytujícím interaktivní protokol (MO.Control, NanoTemper 

Technologies). Křivky vazebné afinity pro každý mutantní WT1 protein (každý měřen 3x za 

sebou) byly zkalkulovány pomocí MO.Affinity Analysis softwaru (NanoTemper 

Technologies). 

f) Luciferázová esej 

Esej byla provedena na lidských buňkách HEK293 (Sigma-Aldrich) s vloženými 

vektory nesoucími vybrané WT1 varianty s nejvyšší a nejnižší vazebnou afinitou dle MST, 

s vektorem nesoucím gen pro luciferázu s promotorem cílového genu ACTN1 a s kontrolním 

reportérovým vektorem (Renilla, Promega). Všechny reakce byly připraveny v triplikátech 

(wild type WT1, WT1 p.His450Arg, p.Gln447Pro a HEK293 bez vektorů jako negativní 

kontrola) a šesti nezávislých 12-jamkových deskách. Esej byla provedena dle firemního 

protokolu Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega). Analýza byla spuštěna na 

čtečce FLUOstar omega (BMG Labtech).  

g) Statistika 

Pro výpočet statistických rozdílů výsledků vazebné analýzy a luciferázové eseje byl 

využit dvouvýběrový oboustranný t-test v softwaru R (Team, 2014). 

3.3 Klinické a laboratorní prediktory odpovědi na glukokortikoidní léčbu  

Pro tuto analýzu byli vybráni všichni pacienti se SRNS ze studie 1 a 2 s dostupnou 

informací o míře proteinurie, přítomnosti hypertenze a otoků při manifestaci onemocnění (40 

pacientů). Data byla porovnána s daty dětí se SSNS (12 pacientů), které se nově manifestovali 

po roce 2017.  
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4. Výsledky 

4.1 Studie 1 – Molekulárně genetické vyšetření jedinců se SRNS 

4.1.1 Výsledky genetické analýzy 

Kombinace Sangerova sekvenování a panelu vybraných genů (sekvenování nové 

generace) odhalilo kauzální (patogenní nebo pravděpodobně patogenní) varianty u 28/74 (38 

%) dětí se SRNS. Sangerovo sekvenování odhalilo 26 % pozitivních pacientů a sekvenování 

nové generace poté doplnilo množství pozitivních pacientů o dalších 9/74 pacientů (12 %). 

Nejčastěji mutovanými geny byly NPHS2 u 11/74 (15 %) pacientů, WT1 u 7/74 (9,5 %) 

pacientů, NUP93 u 4/74 (5,4 %) pacientů, COQ2 u 2/74 (2,7 %) pacientů a NPHS1, INF2, 

DGKE a LMX1B vždy u 1/74 (1,4 %) pacientů. U variant NUP93 byla ověřena jejich absence 

ve 380 zdravých kontrolách, neboť podíl pacientů s kauzálními variantami v tomto genu byl 

oproti podobným zahraničním studiím relativně vysoký. 

4.1.2 Výsledky klinických a laboratorních nálezů  

Dle věku manifestace bylo zaznamenáno 11 pacientů s kongenitálním NS, 10 pacientů 

s infantilním NS a 52 pacientů s NS v dětském věku (1 pacient nezařazen z důvodu chybějící 

informace o manifestaci NS). Výskyt kauzálních variant byl častější při manifestaci 

onemocnění do 12 měsíců věku v porovnání s manifestací později během dětství (13/21 vs. 

15/52, p = 0,02 dle dvou-populačního proporčního testu). Otoky mělo při manifestaci SRNS 

26/41 dětí (63 %) a hypertenzi 10/39 dětí (26 %), u ostatních nebyly tyto údaje k dohledání. 

Nebyl nalezen významný rozdíl v proporcích pacientů s otoky a hypertenzí a ve výši proteinurie 

při manifestaci onemocnění mezi pacienty s genetickou a negenetickou formou onemocnění. U 

56/74 pacientů (76 %) byla provedena biopsie ledvin (10/56 (18 %) MCD, 42/56 (75 %) FSGS, 

4/56 (7 %) difúzní mezangiální skleróza). Nefroblastom byl odhalen u tří pacientů (všichni 

Denys-Drashův syndrom). Extrarenální symptomy byly odhaleny u 23/74 pacientů (31 %): 

vrozené srdeční vady (2 pacienti), stenóza plicní tepny (2 pacienti), psychomotorická retardace 

(5 pacientů), hypotyreóza (3 pacienti), porucha růstu (4 pacienti), katarakta (2 pacienti), 

kryptorchismus (2 pacienti), pontocerebelární hypoplazie (1 pacient), patelární dysplázie, 

svalové kontraktury, svalová hypotonie a hypermobilita kloubů (1 pacient) či anorektální 

atrézie (1 pacient). Konečné stádium onemocnění ledvin bylo zaznamenáno u 28/74 pacientů 

(38 %; 18 z nich s genetickým SRNS). Výrazně častěji dospěli do tohoto stádia jedinci 

s genetickým SRNS nežli ti s geneticky negativním nálezem (Poměr rizik (HR) = 2,2; Interval 

spolehlivosti = CI 95% 1,2 – 3,8; p = 0,0063). 
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4.2 Studie 2 - Analýza vazebné afinity mutantů WT1 k cílové DNA sekvenci 

4.2.1 Vazba WT1 proteinů k EGR1 DNA sekvenci 

Celkem 3/8 WT1 mutantů (p.Arg439Pro, p.His450Arg, p.Arg463Ter) měly nižší 

vazebnou afinitu a 3/8 mutantů (p.Gln447Pro, p.Asp469Asn, p.His474Arg) měly zvýšenou 

vazebnou afinitu (p˂0,01 pro všechny). U zbylých 2/8 WT1 mutantů (p.Cys433Tyr, 

p.Arg467Trp) byla afinita podobná jako pro wild type WT1 protein. Fenotyp pacientů nebyl 

s těmito změnami DNA-vazebné afinity nikterak asociován. Luciferázová esej ukázala, že 

varianta p.His450Arg s nejnižší vazebnou afinitou i varianta p.Gln447Pro s nejvyšší vazebnou 

afinitou významně zvyšují expresi cílového proteinu ACTN1 v porovnání s expresí 

stimulovanou wild type WT1 proteinem (p.His450Arg vs. wild type WT1, p = 0,0044; 

p.Gln447Pro vs. wild type WT1, p ˂ 0,001). 

4.2.2 Klinická data pacientů s WT1 variantami 

Onemocnění se u pacientů s WT1 variantami manifestovalo především v prvním roce 

života (78 % infantilní NS). Medián manifestace byl 5 měsíců (min: 8 dní, max: 4,2 let). 

Nejčastějšími symptomy při manifestaci byly otoky obličeje a končetin (56 %), hypertenze (44 

%) a hematurie (44 %). Denys-Drashův syndrom byl přítomen u 3/9 pacientů (33 %). Jeden 

pacient měl kromě SRNS hypospadii a rozštěp skrota. U biamniálních monochorionických 

dvojčat se vedle SRNS projevila stenóza plicní tepny. Konečné stádium onemocnění ledvin 

bylo zaznamenáno u všech pacientů s WT1 variantami s nástupem ve věku od narození do 7,8 

let (medián: 8 měsíců). Pouze 3 jedinci, kteří se dožili transplantace, doposud žijí, ostatních 6 

zemřelo. Molekulárně genetické vyšetření odhalilo u těchto 9 pacientů 8 různých 

heterozygotních exonových variant v genu WT1. Nebyl nalezen statisticky významný klinický 

či laboratorní prediktor odlišující jedince s WT1 SRNS od ostatních genetických případů SRNS 

(otoky p = 1,00; hypertenze p = 0,55; proteinurie p = 0,29). 

4.3 Klinické a laboratorní prediktory odpovědi na glukokortikoidní léčbu  

Mezi dětmi s glukokortikoid-rezistentní a glukokortikoid-senzitivní formou nefrotického 

syndromu nebyl zjištěn statisticky významný rozdíl v proporci dětí s otoky, hypertenzí ani 

rozdíl v míře proteinurie (Tabulka 1). 

Tab. 1 

 SRNS SSNS p 

Otoky 23/40 11/12 0,07 

Hypertenze 11/40 7/12 0,10 

Proteinurie (mg/mmol) 2905 ± 5086 (n = 40) 1388 ± 918 (n=12) 0,08 
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5. Diskuze 

Tato práce pomocí kombinace Sangerova přímého sekvenování a NGS panelu zaměřeného 

na 48 známých kauzálních genů odhalila příčinu onemocnění u 38 % jedinců téměř 20 let 

sbírané unikátní kohorty českých a slovenských dětí se SRNS (Bezdíčka et al., 2018). Mezi 

nejčastěji zastoupenými kauzálními geny byly kromě i v jiných populacích zaznamenaných 

NPHS2 (kóduje podocin – stavební kámen mezibuněčných spojů podocytů) a WT1 (kóduje 

transkripční faktor WT1 - zásadní regulátor urogenitálního vývoje) také NUP93, který kóduje 

podjednotku transportního póru jaderné membrány (Braun et al., 2016), a naší kohortu tak od 

předchozích do jisté míry odlišuje. V dalším kroku jsme se zaměřili na odhalení molekulární 

podstaty asociace mezi nalezenými variantami transkripčního faktoru WT1 a SRNS. Zjistili 

jsme, že proteinové produkty jednotlivých variant WT1 se k cílové DNA sekvenci vážou 

s různou (vyšší i nižší) afinitou v porovnání s wild type WT1 proteinem. U dvou mutantních 

forem WT1 s opačným vlivem na DNA-vazebnou afinitu jsme pak pomocí luciferázové eseje 

v buňkách HEK293 ověřili, že obě významně zvyšovaly expresi cílového genu ACTN1. Míra 

proteinurie, přítomnost otoků ani hypertenze při manifestaci onemocnění se nelišily mezi 

jedinci se SRNS a SSNS. 

 

5.1 Diskuze ke studii 1 

5.1.1 Význam NGS a nejčastěji mutované geny u českých a slovenských dětí se SRNS 

Přestože je NGS poměrně finančně nákladná metoda, v naší studii (panel 48 genů) 

vycházela cena za vyšetření jednoho vzorku (pacienta) na cca 6500,-Kč. Ten samý počet genů 

by v případě využití Sangerovy metody přišel u jednoho vzorku (pacienta) na cca 81600,-Kč. 

Kromě toho by vyšetření a analýza jednoho pacienta Sangerovou metodou trvala cca 192 dní, 

zatímco u NGS to bylo jen cca 21 dní. NGS je tak jednoznačně rychlejší a levnější alternativou. 

Vzhledem k vyšší chybovosti metody NGS je však stále vhodné významné nálezy NGS 

ověřovat Sangerovou metodou (Bezdíčka et al., 2018). Naše kombinace Sangerova a NGS 

sekvenování tak představuje snahu o časově i finančně optimální vyšetřovací postup.  

Nejčastěji mutovanými geny v naší populaci byly NPHS2 (15 %) a WT1 (12 %). Mutace 

těchto dvou genů byly nejčastější také v dalších evropských studiích zaměřených na výzkum 

genetických příčin SRNS u dětí. Data z národního registru Španělska (Santín et al., 2011), 

Velké Británie (Bierzynska et al., 2017) či Německa (Büscher et al., 2010) ukázala prevalenci 

NPHS2 u 6 – 20 % případů a prevalenci WT1 u 2 – 12 % jedinců. Naopak gen NPHS1, který 
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byl v těchto studiích většinou třetím nejčastěji mutovaným genem (zastoupen v 7 – 17,5 % 

případů), byl v naší studii nalezen pouze u jednoho pacienta (1,4 %). V práci ze Saudské Arábie 

byla genetická příčina SRNS odhalena u 51 % případů (Al-Hamed et al., 2013), tedy významně 

více než v evropských studiích, ale u všech případů byl potvrzen příbuzenský vztah rodičů. 

V jiné práci mělo pozitivní výsledek genetického vyšetření SRNS dokonce 62 % pacientů, 

jednalo se však o mezinárodní studii kongenitálního NS (Heeringa et al., 2008), tedy pouze 

jedinců, kteří se manifestovali nejpozději do 3 měsíců věku. Z nich 55 % neslo kauzální 

varianty v genu NPHS1. Podobně tomu bylo u studie pacientů s manifestací SRNS do 1 roku 

života, ve které se genetická příčina potvrdila v 66 % (Hinkes et al., 2007). Je tedy zřejmé, že 

podíl geneticky potvrzených případů SRNS klesá s rostoucím věkem při manifestaci 

onemocnění a poměrné (nebo výhradní) zastoupení nejmladších dětí v konkrétní studii může 

významně ovlivnit nejen procento pozitivních nálezů ale také poměrné zastoupení jednotlivých 

kauzálních genů. V evropských poměrech zanedbatelným faktorem vysvětlujícím rozdílné 

procento geneticky podmíněných případů mezi jednotlivými studiemi je pak konsangvinita.  

Významným nálezem naší studie je poměrně vysoký výskyt mutací v genu NUP93 (třetí 

nejčastěji mutovaný gen), který byl v jiných evropských studiích raritní příčinou SRNS (5,4 % 

vs. 0,4 – 0,5 %) (Bierzynska et al., 2017; Braun et al., 2016). Role selektivních transportních 

pórů jaderné membrány (proteinového produktu NUP93) v patogenezi onemocnění byla poprvé 

popsána u 6 rodin srbského, německého a tureckého původu, kdy bylo pomocí funkční studie 

prokázáno, že genetickým vyšetřením detekované varianty NUP93 vedou k abnormální 

struktuře pórů a způsobují snížení průchodnosti jaderné membrány pro transkripční faktor 

SMAD4, mediátor signální transdukce TGF-β. SMAD4 podporuje přežívání podocytů za 

nepříznivých podmínek extracelulárního prostředí (Braun et al., 2016). Snížená koncentrace 

SMAD4 v jádře tak může usnadnit poškození podocytů (Braun et al., 2016; Meng et al., 2012). 

V době realizace naší studie byl kromě výše zmíněných 6 rodin popsán již jen jeden další 

pacient (Bierzynska et al., 2017) s mutovaným NUP93 v asociaci se SRNS. U všech našich čtyř 

pacientů byla nalezena patogenní varianta c.1772G˃T (p.Gly591Val), a to buď 

v homozygotním (1/4 případů) nebo ve složeném heterozygotním stavu s další kauzální 

variantou NUP93 (3/4 případů). Zajímavostí je, že tato varianta byla v heterozygotní formě 

nalezena u jednoho dalšího pacienta, u kterého se tím však vzhledem k autozomálně recesivní 

dědičnosti onemocnění příčina nevysvětlila. Naše nálezy tak podporují hypotézu o efektu 

zakladatele v Evropě, tedy rozšíření původně raritní genové varianty v populaci (Braun et al., 

2016).  
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5.1.2 Lze klinicky odlišit genetický a negenetický SRNS? 

Během prvních pěti let po manifestaci SRNS dospělo do konečného stádia onemocnění 

ledvin téměř 50 % dětí s genetickou formou ale jen necelých 25 % dětí s negativním genetickým 

nálezem. Podobně tomu bylo i v britské studii, kde se jednalo zhruba o 60 %, resp. 20 % dětí 

(Bierzynska et al., 2017), nebo ve studii německé (72 % resp. 29 %) (Büscher et al., 2010). 

Z těchto výsledků vyplývá, že genetická forma SRNS je spojena s významně vyšším rizikem 

vzniku selhání ledvin než je tomu u případů SRNS s negativním genetickým nálezem. Jistým 

klinickým prediktorem, který může předpovědět monogenní formu onemocnění, je věk při 

manifestaci. V naší studii byl genetický SRNS diagnostikován statisticky významně více u dětí 

do jednoho roku věku než u dětí starších (62 % vs. 29 % případů, p = 0,02). Věková závislost 

byla popsána i v mezinárodní studii SRNS, kdy nejvyšší záchyt genetických případů byl při 

manifestaci onemocnění do 3 měsíců věku (69,4 %) a mezi 3 a 12 měsíci života (49,7 %), u 

později manifestovaných proporce geneticky pozitivních jedinců významně klesla (21 %) 

(Sadowski et al., 2015). Z dostupných dat se nám nepodařilo nalézt vhodný prediktor, který by 

odlišil genetickou a negenetickou formu SRNS již při manifestaci onemocnění. 

5.1.3 Význam genetického vyšetření SRNS v praxi vycházející ze studie 1 

U dvou sourozenců byla identifikována již dříve popsaná homozygotní patogenní 

varianta c.683A˃G (p.Asn228Ser) v genu COQ2 (McCarthy et al., 2013). Gen COQ2 kóduje 

enzym parahydroxybenzoid-polyprenyl-transferázu, která katalyzuje úvodní kroky biosyntézy 

koenzymu Q10 (Acosta et al., 2016). Mutace COQ2 se mohou kromě SRNS projevit jako 

encefalomyelopatie, oční atrofie, selhání jater nebo laktátová acidóza (Acosta et al., 2016). U 

obou sourozenců byl z bioptického vzorku ledvin histologicky popsán obraz FSGS a u starší 

sestry došlo k úmrtí z důvodu selhání ledvin ještě před genetickou diagnózou. Mladší sestra 

zprvu částečně zareagovala na podání léku první volby u SRNS, tj. cyklosporinu A, ale její 

proteinurie zůstávala stále kolem 500 mg/m2/den (Bezdíčka et al., 2020). Na základě výsledku 

genetické analýzy a literárních údajů byl vysazen cyklosporin a zahájena léčba syntetickým 

koenzymem Q10, po čemž došlo cca do 2 měsíců k remisi onemocnění (Bezdíčka et al., 2020). 

V současné době je dívka již přes dva roky v remisi, což dokazuje dlouhodobý příznivý vliv 

terapie syntetickým koenzymem Q10 u jedinců s mutací COQ2 a podtrhuje klinický význam 

vyšetřování genetické příčiny SRNS umožňující indikovat cílenou individualizovanou léčbu. 

5.1.4 Závěry studie 1 

Studie 1 zkoumající přínos dvoustupňového cíleného molekulárně genetického vyšetření 

longitudinálně sbírané kohorty českých a slovenských dětí se SRNS ukázala podobný záchyt 
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kauzálních variant jako v předchozích evropských studiích, tj. cca u 40 % případů. Nejčastěji 

mutovanými geny byly NPHS2 kódující podocin a WT1 kódující transkripční faktor WT1. 

Třetím nejčastěji mutovaným genem v naší populaci byl gen NUP93, jehož produkt reguluje 

transport biomolekul přes jadernou membránu a je důležitý pro přežívání podocytů za 

nepříznivých extracelulárních podmínek. Kombinace Sangerova přímého sekvenování a 

cíleného NGS panelu genů se jeví jako časově i finančně optimální vyšetřovací postup, který 

pomáhá objasnit genetickou příčinu SRNS u 4/10 nemocných dětí, předurčit jejich prognózu a 

potencionálně též otevírá možnosti k budoucí individualizované léčbě „šité na míru“ 

konkrétního pacienta. 

 

5.2 Diskuze ke studii 2 

5.2.1 Analýza vazebné afinity mutantů WT1 k cílové DNA sekvenci 

Patogenní varianty genu WT1 byly druhou nejčastější příčinou genetického SRNS u 

českých a slovenských dětí. Gen WT1 kóduje transkripční faktor WT1, který je klíčový pro 

vývoj urogenitálního traktu (Stark et al., 1994; Essafi et al., 2011; Lipska et al., 2014). Přestože 

je jedním z nejčastějších příčin SRNS, není doposud známa molekulární podstata onemocnění 

a neexistuje práce, která by se zabývala tím, jak přesně jednotlivé kauzální varianty ovlivňují 

aktivitu přepisovaného transkripčního faktoru. Vazba transkripčního faktoru WT1 skrze 4 jeho 

zinkové prsty a hledání cílové DNA sekvence bylo zkoumáno již před lety, kdy byla objevena 

sekvence EGR1 (GCGGGGGCG) (Stoll et al., 2007; Rauscher et al., 1990). Tato sekvence je 

pojmenovaná po jiném transkripčním faktoru, který má 3 homologní zinkové prsty s WT1 

proteinem a lze ji nalézt v regulačních oblastech mnoha genů, jejichž expresi tak  WT1 řídí 

(Ullmark et al., 2018; Dong et al., 2015; Kann et al., 2015). Pomocí originální funkční studie 

jsme zjistili, že mutace v oblasti kódující druhý a třetí „zinkový prst“ proteinu WT1, tedy 

domény umožňující vazbu na DNA, měly oproti našemu očekávání velmi variabilní vliv na 

vazebnou afinitu k cílové DNA doméně EGR1. 

Tři mutantní formy WT1 (p.Arg439Pro, p.His450Arg, p.Arg463Ter) v naší studii 

vykazovaly snížení vazebné afinity k cílové DNA. Bylo prokázáno, že snížená vazebná afinita 

WT1 proteinu k cílové DNA vede k redukci faktoru WNT4, který se během vývoje ledvin 

účastní přeměny mezenchymální tkáně na tkáň epiteliální (Stark et al., 1994; Essafi et al., 2011). 

Během tohoto procesu dochází ke vzniku ledvinového epitelu a později nefronů 

z metanefrického mezenchymu a ureterického pupene (Stark et al., 1994). Exprese WT1 
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v metanefrickém mezenchymu vývojově předchází expresi WNT4 a gen WNT4 obsahuje 

specifické vazebné místo pro WT1 (Essafi et al., 2011). Při vyřazení genu WT1 v myších 

embryonálních ledvinových mezenchymálních buňkách dochází ke ztrátě exprese WNT4 

(Essafi et al., 2011). V jiné studii se u myších embryí s vyřazeným WT1 nevyvinuly ledviny, 

gonády a slezina, a plody odumřely v polovině březosti v důsledku selhání koronárního oběhu 

(Kreidberg et al., 1993). U modelu transgenní dospělé myši se specificky indukovaným 

vyřazením WT1 v podocytech skrze doxycyklin se objevila albuminurie, FSGS a rozpad 

podocytárních buněk spojený se ztrátou nefrinu a podocalyxinu, proteinů glomerulární filtrační 

membrány (Gebeshuber et al., 2013; Chau et al., 2011). Zmenšené ledviny s poškozením 

podocytů, porušeným vývojem glomerulární filtrační membrány a s edémem perikardia byly 

pozorovány u embrya dánia pruhovaného, u kterého byl vyřazen ortolog genu WT1. Při 

současné injekci WT1 mRNA došlo u těchto embryí k fyziologickému vývoji ledvin, naopak 

při současné injekci WT1 mRNA obsahující patogenní variantu bylo postižení podobné jako u 

embryí s vyřazeným WT1 ortologem (Hall et al., 2015). Studie dále potvrdila, že linie buněk 

HEK293 s patogenní exonovou variantou ve WT1 má sníženou expresi strukturních 

podocytárních proteinů nefrinu a synaptopodinu (Hall et al., 2015). Všechny tyto studie 

podporují hypotézu, že naše WT1 mutantní formy se sníženou vazebnou afinitou k DNA mají 

velmi pravděpodobně negativní vliv na vývoj ledvin a jsou tak příčinou onemocnění. 

U tří dalších mutovaných WT1 proteinů (p.Gln447Pro, p.Asp469Asn a p.His474Arg) 

byla zjištěna zvýšená vazebná afinita k cílové DNA oproti wild type proteinu. Ze studií je 

známo, že injekce myších myeloblastických leukemických buněk s vloženým genem WT1 do 

myší ukázala sníženou onkogenezi oproti leukemickým buňkám bez vloženého WT1 (Smith et 

al., 2000). Transkripční faktor WT1 navíc indukoval apoptózu buněk primárního osteosarkomu 

skrze aktivaci proapoptotického genu Bak (Loeb, 2006). Na druhou stranu zvýšená exprese 

WT1 byla pozorována u nefroblastomu, rakoviny prsu či tlustého střeva nebo u akutní 

myeloidní leukémie (Ullmark et al., 2018; Koesters et al., 2004). Tyto studie ukazují, že WT1 

může být tumor supresorem nebo onkogenem podle koncentrace, v jaké se v organismu 

vyskytuje, nebo podle vlivu okolního prostředí. Za normálních okolností je WT1 stěžejním 

diferenciačním působkem ledvinových podocytů, zatímco aktivační mutací způsobená zvýšená 

transkripční aktivita může naopak vyvolat podocytární poškození. Bohužel neexistuje jediná 

studie, která by zkoumala vliv zvýšené exprese WT1 na vývoj ledvin a podpořila tak tuto 

hypotézu. 
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Luciferázová esej ukázala, že mutovaná forma WT1 s nejnižší (p.His450Arg) i nejvyšší 

(p.Gln447Pro) vazebnou afinitou obě zvyšují genovou expresi ACTN1 v porovnání s wild type 

WT1 proteinem. Genová transkripce v eukaryotických organismech je zprostředkována 

komplexním RNA polymerázovým mechanizmem, který je řízen kombinatorním navázáním 

vícero (stimulačních i inhibičních) transkripčních faktorů, přičemž se navíc uplatňují i jejich 

konformační změny (Reményi et al., 2004; He et al., 2014). Snížení ani zvýšení vazebné afinity 

mutantního proteinu WT1 tak nemusí jednoznačně predikovat konkrétní změnu v expresi 

jednotlivých cílových genů. Vazebná analýza je tak sice zajímavým poznatkem z oblasti 

bazálního výzkumu, efekt variant WT1 na změnu buněčné funkce bude však nutné testovat 

pokročilejšími masivními paralelními metodami jako je např. analýza transkriptomu pomocí 

sekvenace RNA.    

Dva poslední studované mutované proteiny WT1 (p.Cys433Tyr and p.Arg467Trp) 

nevykazovaly žádnou signifikantní změnu vazebné afinity oproti wild type proteinu. Obě tyto 

varianty byly již dříve popsány v asociaci se syndromickým (Denys-Drashův syndrom) i 

izolovaným SRNS (Pelletier et al., 1991; Clarkson et al., 1993). Existují dvě hlavní izoformy 

proteinu WT1. První z nich je izoforma „KTS mínus“, která je transkripčním faktorem 

testovaným v této práci (Ullmark et al., 2018). Druhá izoforma „KTS plus“ obsahuje inzerci 

lyzinu (K), threoninu (T) a serinu (S) mezi třetím a čtvrtým zinkovým prstem proteinu WT1. 

Tato inzerce způsobuje flexibilnější konformaci zinkových prstů, kdy čtvrtý zinkový prst se 

hůře váže k cílové DNA a tím je také snížena vazebná afinita oproti „KTS mínus“ izoformě 

(Ullmark et al., 2018). Předpokládá se, že WT1 „KTS plus“ interaguje s RNA vazebnými 

proteiny a ovlivňuje sestřih mRNA nebo její stabilitu (Ullmark et al., 2018; Bharathavikru et 

al., 2017). Vzhledem k tomu, že jsme testovali pouze WT1 „KTS mínus“ protein, nemůžeme 

vyloučit, že stejné mutace WT1 v „KTS plus“ izoformě nepůsobí epigenetickým či jiným 

mechanizmem, který jsme našimi analýzami nemohli zachytit. Dalším možným vysvětlením 

může být interakce transkripčního faktoru WT1 s kofaktory (např. p53, STAT3, BASP1), které 

modulují jeho aktivitu (Ullmark et al., 2018; Toska and Roberts, 2014). Pokud by výše uvedené 

WT1 varianty ovlivňovaly vazebné místo pro kofaktory (a nikoliv vazebné místo pro DNA), 

mohlo by dojít ke změně transkripční aktivity bez odezvy v afinitě k cílové DNA. Přestože je 

SRNS považován za monogenní onemocnění, mohou existovat varianty nebo polymorfismy 

WT1 kofaktorů, které regulují transkripční aktivitu WT1 proteinu, obdobně jako tomu je u 

polygenních onemocnění, například u atypického hemolyticko - uremického syndromu 

(Štolbová et al., 2020).  
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5.2.2 Lze odlišit SRNS způsobený mutacemi WT1 od ostatních monogenních forem? 

Izolovaná forma SRNS u pacientů s mutovaným WT1 byla v naší studii zjištěna pouze 

u 3/9 pacientů (33 %) a jednalo se výhradně o dívky. Podobně tomu bylo i v doposud 

nejrozsáhlejší studii jedinců se SRNS způsobeným patogenními variantami WT1 genu (17/61 

případů, tedy 28 %, se prezentovalo jako izolovaný SRNS a jednalo se pouze o dívky) (Lipska 

et al., 2014). Častěji mají jedinci se SRNS způsobeným mutacemi ve WT1 další přidružené 

projevy, např. nefroblastom, tumor varlat či vaječníků a poruchy pohlavního vývoje. Jedná se 

o Denys-Drashův syndrom (Roca et al., 2019). Úplná absence funkčního WT1 byla sledována 

u několika typů nefroblastomů, v nichž vzájemně docházelo buď ke zvýšení nebo snížení 

aktivity faktorů podílejících se na raném vzniku ledvin (např. IGF2, Wnt signalizace). 

Patogenní varianty genu WT1 způsobující nefunkčnost transkripčního faktoru by tedy 

pravděpodobně mohly být jednou ze specifických příčin vzniku tohoto typu tumorů u pacientů 

se SRNS. Proti této hypotéze však hovoří existence více než 40 genů, jejichž defekty mohou 

být dle literatury asociovány se vznikem nefroblastomů či gonadálních tumorů (Treger et al., 

2019). Změny funkce proteinu WT1 nebo jeho ztráta tedy nelze považovat za jediný specifický 

mechanizmus vedoucí ke vzniku těchto tumorů. Pokud se ale zaměříme na geny asociované se 

SRNS, tak urogenitální tumory nebyly identifikovány u žádných jiných monogenních příčin 

SRNS a jsou výhradně asociovány s variantami v genu WT1 (Bierzynska et al., 2017). 

Transkripční faktor WT1 reguluje vývojové faktory DAX1 a SF1 uplatňující se při vzniku 

varlat a vaječníků (Kim et al., 1999; Wilhelm and Englert, 2002). Významná role WT1 byla 

experimentálně potvrzena u transgenních myších embryí s homozygotní patogenní variantou 

v genu WT1, u nichž byla pozorována porucha gonadálního vývoje (Kreidberg et al., 1993). 

Snížená transkripční aktivita WT1 tedy může vést k poruchám vývoje varlat i vaječníků skrze 

regulaci faktorů DAX1 a SF1. Naše výsledky a výše uvedené práce potvrzují, že patogenní 

varianty WT1 genu jsou kromě SRNS často asociovány i s dalšími zdravotními projevy a 

podtrhují důležitou roli WT1 ve vývoji urogenitální soustavy.  

Zbylí tři pacienti měli kromě SRNS ještě postižení dalších tkání (mimo ledviny), 

konkrétně dva pacienti měli stenózu plicní tepny a zbývající jedinec měl rozštěp skrota 

s hypospadií. Stenóza plicnice je u pacientů s WT1 nefropatií unikátním nálezem. Během 

vývoje srdce dochází k vycestování buněk epikardu do myokardu a k jejich přeměně na 

kardiovaskulární progenitorové buňky, které jsou schopny se diferencovat v buňky hladkého 

svalstva koronární stěny, endoteliální buňky, perivaskulární a srdeční intersticiální fibroblasty 

nebo kardiomyocyty (Martínez-Estrada et al., 2010; Thiery et al., 2009). Snail faktor, který 
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aktivuje proces přeměny epiteliální tkáně v tkáň mezenchymální, je regulován transkripčním 

faktorem WT1 (Martínez-Estrada et al., 2010). Množství snail faktoru je v epikardiálních 

buňkách s vyřazeným WT1 sníženo (Martínez-Estrada et al., 2010). Další studie ukázala, že 

WT1 společně s korepresorem BASP1 brání spuštění opačného procesu (přeměna 

mezenchymální tkáně ve tkáň epiteliální – proces typický pro vývoj ledvin) inhibicí aktivátoru 

WNT4 v epikardiálních buňkách (Essafi et al., 2011; Costantini and Kopan, 2010). Na základě 

těchto studií se dá říci, že patogenní varianty ve WT1 mohou v určité fázi embryonálního vývoje 

způsobit vrozené srdeční vady kvůli sníženému počtu kardiovaskulárních progenitorových 

buněk. Třetí pacient, u kterého byla diagnostikována hypospadie a rozštěp skrota, zemřel 2 

týdny po manifestaci onemocnění ve věku pouhých 3 týdnů. Lze spekulovat, zda se nejednalo 

o další případ Denys-Drashova syndromu, neboť nefroblastom (důležitý znak tohoto syndromu) 

se může vyvinout i měsíce po manifestaci SRNS (Roca et al., 2019). Při porovnání SRNS 

asociovaného s mutacemi ve WT1 s ostatními monogenními příčinami SRNS jsme nenašli 

statisticky významný rozdíl v míře proteinurie, výskytu otoků či hypertenze v době manifestace 

onemocnění. Hypertenze se naproti tomu vyskytovala častěji u pacientů s patogenními 

variantami WT1 genu v porovnání s ostatními pacienty se SRNS  způsobeným jinými geny ve 

studii autorů Lipska et al. (39 % vs. 15,5 %, p < 0,001) (Lipska et al., 2014). Náš odlišný 

výsledek může být důsledkem značně menší skupiny pacientů s WT1 variantami a omezením 

na studium variant v exonech 8 a 9 (Lipska et al. vyšetřovali všechny exony a introny WT1). 

5.2.3 Závěry studie 2 

Funkční studie ukázala, že patogenní varianty v exonech 8 a 9 transkripčního faktoru 

WT1 mají variabilní vliv na vazebnou afinitu k cílové DNA doméně EGR1. Zároveň jsme 

zjistili, že zvýšená i snížená vazebná afinita vede ke zvýšené expresi cílového genu ACTN1, 

tedy že směr změny nemusí přímo korelovat se změnou exprese cílových genů.. Vazebná 

analýza je tak sice zajímavým poznatkem z oblasti bazálního výzkumu, efekt variant WT1 na 

změnu buněčné funkce bude však nutné testovat pokročilejšími masivními paralelními 

metodami jako je např. analýza transkriptomu pomocí sekvenace RNA. Pacienti s WT1 

variantami se dle naší studie neliší v základních klinických znacích oproti jiným monogenním 

příčinám SRNS, avšak častěji je u nich SRNS asociován s dalšími ledvinnými i neledvinnými 

projevy. Kombinace výsledků experimentální, klinické části a poznatků z literatury značí, že 

WT1 má komplexní vliv na urogenitální vývoj a pro pochopení mechanizmu patogeneze vzniku 

onemocnění je třeba pokračovat ve výzkumu, který by pomohl odhalit signální dráhy ovlivněné 

mutantními formami WT1 proteinu. 
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5.3 Lze odlišit SRNS a SSNS pomocí příznaků při manifestaci onemocnění? 

Původním cílem bylo analyzovat rozdíly v transkriptomu podocytů kultivovaných se séry 

nově manifestovaných pacientů se SRNS a SSNS, ale z důvodu neočekávaně malého počtu 

vzorků dětí se SRNS nebylo možné tento projekt včas dokončit. Proto jsme se rozhodli 

otestovat vybraná dostupná klinická data sesbíraná z naší historické kohorty pacientů. Míra 

proteinurie, přítomnost otoků ani výskyt hypertenze se mezi pacienty se SRNS a SSNS nelišil. 

Výskyt hypertenze se mezi pacienty se SRNS a SSNS statisticky významně nelišil ani 

v americké studii porovnávající klinické rozdíly těchto dvou skupin (1/7 SSNS x 6/9 SRNS, p 

= 0,06) (Shatat et al., 2007). Z dalších studií vyplývá, že nejsilnějším rizikovým faktorem pro 

výskyt hypertenze u jedinců s nefrotickým syndromem je pozitivní rodinná anamnéza (73 – 88 

% SSNS pacientů s historií hypertenze v rodině) (Keshri et al., 2018; Kontchou et al., 2009). 

Hypertenzi tak nelze pokládat za specifický znak nefrotického syndromu a nemá smysl ho 

zvažovat jako prediktivní faktor terapeutické odpovědi na glukokortikoidy. Problematika 

výskytu otoků a míry nefrotické proteinurie u pacientů se SRNS a SSNS a případné rozdíly 

mezi nimi nejsou v literatuře diskutovány. Limitací naší studie je nedostupnost porovnávaných 

znaků u části pacientů, především kvůli nejednotnému sběru dat a absenci záznamů u 

nejstarších pacientů. První zařazení pacienti mají často neúplná a již nedohledatelná klinická či 

laboratorní data, což snižuje význam statistických analýz. 
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6. Závěr 

Kombinací  klasického sekvenování a následně cíleného NGS panelu genů jsme objasnili 

genetickou příčinu u 4/10 českých a slovenských dětí se SRNS, jejichž vzorky byly sbírány po 

dobu 18 let. Zvolený dvoukrokový vyšetřovací postup je časově i finančně efektivnější než 

použití pouze jedné z metod. Podíl geneticky potvrzených případů SRNS klesá s rostoucím 

věkem při manifestaci onemocnění a poměrné (nebo výhradní) zastoupení nejmladších dětí 

v konkrétní studii může významně ovlivnit nejen procento pozitivních nálezů ale také poměrné 

zastoupení jednotlivých kauzálních genů. Překvapivým výsledkem byl nález v jiných 

evropských studiích raritní NUP93, který byl třetím nejčastěji mutovaným genem a ukazuje na 

možnost efektu zakladatele. Genetické vyšetření pomáhá mimo jiné předurčit prognózu 

onemocnění a zatím výjimečně lze na jeho základě indikovat cílenou léčbu. Z dostupných dat 

se nám nepodařilo nalézt vhodný prediktor, který by odlišil genetickou a negenetickou formu 

SRNS již při manifestaci onemocnění.  

V naší originální funkční studii jsme pozorovali významné změny v afinitě mutantních 

forem WT1 k cílové DNA. Vazebná afinita však nekorelovala se změnou exprese v cílovém 

genu. Vazebná analýza je tedy zajímavým poznatkem z oblasti bazálního výzkumu, efekt 

variant WT1 na změnu buněčné funkce bude však nutné testovat komplexněji (v porovnání se 

zjišťováním exprese jednoho či několika vybraných cílových genů), např. pokročilejšími 

masivními paralelními metodami jako je analýza transkriptomu pomocí sekvenace RNA. Naše 

výsledky nás tak směrují k novému cíli, kterým je objasnění patogeneze SRNS u pacientů 

s WT1 variantami pomocí zkoumání jejich vlivu na změny exprese celých funkčních signálních 

drah. U pacientů s WT1 variantami sice nebyl odhalen rozdílný klinický nebo laboratorní 

ukazatel oproti jiným genetickým příčinám SRNS, avšak přidružené urogenitální a extrarenální 

projevy tyto pacienty odlišuje a dělá z nich velmi zajímavé kandidáty navazujícího výzkumu. 

Nepodařilo se nám nalézt klinický či laboratorní ukazatel, který by již při manifestaci 

onemocnění předpověděl odpověď na terapii glukokortikoidy. Odhalení takového ukazatele by 

pomohlo volit efektivnější léčbu v podobě imunosupresiv „druhé volby“ a naopak ušetřit 

významnou část pacientů závažných nežádoucích účinků terapie glukokortikoidy. Cíli dalšího 

výzkumu jsou odhalení molekulární podstaty onemocnění, které by otevřelo dveře k cílené 

individualizované léčbě šité pacientovi na míru. Jen tak lze dosáhnout zlepšení prognózy a 

kvality života těchto dětí. 
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7. Souhrn 

Molekulárně genetické vyšetření jedinců se SRNS nám pomohlo odhalit prevalenci 

genetického SRNS u českých a slovenských dětí. Z výsledků vyplývá, že prvním krokem 

genetické analýzy příčin SRNS u českých a slovenských dětí by mělo být klasické sekvenování 

nejčastěji mutovaných genů NPHS2, WT1 a NUP93. Druhým krokem je pak NGS cílený na 

všechny ostatní geny asociované se SRNS. Analýza vyžaduje expertní tým se zkušenostmi 

v genetice SRNS. Bohužel u 6/10 pacientů zůstává příčina SRNS neznámá. Kromě věku nelze 

z běžných klinických a laboratorních parametrů zatím určit, kdo bude mít genetický nález a 

tedy horší prognózu onemocnění.  

 

Analýza vazebné afinity mutovaných forem WT1 k cílové DNA doméně EGR1 ukázala, že 

změny neasociují se změnou exprese cílového genu. Masivní paralelní sekvenační a další 

metody budou třeba k in vitro analýze funkčních změn podocytů s indukovanými genovými 

variantami nalezenými u jedinců se SRNS. Pacienti se SRNS způsobeným patogenními 

variantami WT1 genu mají kromě SRNS často i další zdravotní projevy a dokazují tak význam 

WT1 pro vývoj vícero orgánových systémů. 

 

V současné době není k dispozici ukazatel, který by u dětí s NS předpověděl odpověď na terapii 

glukokortikoidy a ušetřil by tak významnou část z nich nežádoucích účinků této léčby. Pro 

zlepšení péče, prognózy a kvality života dětí s NS je třeba další výzkum cílit právě na odhalení 

časných prediktorů rezistence ke glukokortikoidům a na objasnění molekulární podstaty 

onemocnění. To může pootevřít dveře k vývoji nové specifické léčby šité pacientovi na míru. 
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8. Summary 

Molecular genetic analysis of patients with SRNS revealed the prevalence of genetic SRNS in 

Czech and Slovak children. Our results showed that the standard genetic examination of 

monogenic SRNS should start with the Sanger sequencing of the most causative genes NPHS2, 

WT1 and NUP93. The second step shall be NGS targeted to all known genes associated with 

SRNS. Despite this effort, unfortunately, 6/10 patients remain unelucidated. Besides the known 

association between age and decreasing probability to identify monogenic cause of SRNS, there 

is probably no single clinical or laboratory parameter that could predict whether the patient will 

have positive genetic testing. 

 

The change in binding affinity of mutated WT1 proteins to the target EGR1 DNA domain 

doesn’t necessarily predict  the change in selected target gene expression.  Other methods such 

as massive paralel RNA sequencing may be needed to elucidate the effect of WT1 mutants on 

the function of the podocytes. Patients with SRNS caused by pathogenic variants of WT1 often 

suffer from other renal and extrarenal health issues, which proves the significance of WT1 in 

the development of multiple organs. 

 

There is currently no validated measure or parameter that could predict the response to standard 

initial few-weeks-long glucocorticoid treatment in children with nephrotic syndrome and 

prevent them from serious adverse effects of the treatment. It is necessary to continue to search 

for a predictor of glucocorticoid treatment resistance and to reveal the molecular mechanism of 

the disease to improve patient care, prognosis and their quality of life. If successful, it may 

potentialy open up for a new strategies  allowing for disease-specific individualised treatment. 
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