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Abstrakt

Nefroticky syndrom je onemocnéni ledvin, jehoz podstatou je porucha podocyti. Miize
vzniknout sekundarné nasledkem infekce, systémového onemocnéni ¢i nékterych 1€k, nebo se
vyskytne jako ndhla izolovand primarni porucha ledvin. Soucasny standardni 1é¢ebny postup
zatézuje pacienty Cetnymi zdvaznymi nezadoucimi ucinky. U ¢asti nemocnych, kteti jsou k
uvodni nékolikatydenni glukokortikoidni 1écbé rezistentni, se daii identifikovat kauzalni
geneticky podklad, u ostatnich ziistava pfi¢ina nezndma. U pacientl reagujicich na uvodni
glukokortikoidni 1é€bu remisi pozd¢ji mize dojit k opakovanym relapsim s nutnosti
dlouhodobé glukokortikoidni terapie. Tato prace popisuje vlastni originalni vyzkumné studie,
které se zabyvaly moznostmi zlepSeni diagnostiky genetickych pficin nefrotického syndromu,
objevovanim molekularni podstaty druhé nejcastéjsi geneticke pticiny steroid-rezistentni formy
onemocnéni (zplsobené mutacemi transkripéniho faktoru WT1) a hledanim klinickych a

laboratornich faktort predikujicich rezistenci ke glukokortikoidni 1é¢beé.

Kombinaci klasického Sangerova sekvenovani a moderniho sekvenovani nové generace (NGS)
jsme jako prvni v kohorté 18 let sbiranych vzorki ¢eskych a slovenskych déti s nefrotickym
syndromem identifikovali monogenni pfi¢inu u 38 % z nich. Nejprevalentnéjsi byly kauzalni
varianty v genech NPHS2 (15 %), WTI (9,5 %) a NUP93 (5,4 %). Funkéni studie odhalila
vyznamné zmeény v afinité¢ 6/8 mutantnich forem transkripéniho faktoru WT1 k cilové sekvenci
DNA a luciferazova esej v bunééné linii HEK293 pak i1 zvySenou expresi jednoho z cilovych
genll ACTNI u dvou mutanti WTT1 s nejvétsi zménou vazebné afinity. Z dostupnych klinickych
a laboratornich dat pacienti se nam nepodafilo nalézt parametr, ktery by predikoval
terapeutickou odpovéd’ na glukokortikoidy. Metoda NGS vyznamné urychluje a zleviuje
diagnostiku monogennich pfi¢in glukokortikoid-rezistentniho nefrotického syndromu.
Vysledek genetické analyzy nam jiZz dnes umozinuje navrhnout efektivni individualizovanou
1é€bu u nékterych jedinch. U ostatnich a to i u téch, u kterych je kauzélni gen znamy, se ceka
na objasnéni nebo upfesnéni molekuldrni podstaty onemocnéni. To je pfedpokladem Uspésné,
efektivni, cilené a nezddoucimi ucinky nezatizené 1éCby, ktera je vSak bohuZzel dnes pro vétSinu

téchto pacientii nedostupna.



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 actiology 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 ACTNI. 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.



1. Uvod do problematiky

1.1 Definice a diagnostika nefrotického syndromu

Nefroticky syndrom (NS) je onemocnéni ledvin charakterizované proteinurii,
hypoalbuminémii projevujici se nejcastéji otoky kotnikii a obli¢eje a hyperlipidémii (Varner
et al., 2018; Skélova and Zieg, 2017). Jedna se o jedno z nejcastéjsich détskych ledvinovych
onemocnéni s incidenci v Evropé cca 1/25 000 déti (Dossier et al., 2016). NeléCeny NS miize
dospét az k selhani ledvin a umrti. NS vznika pii zvySené propustnosti glomerularni filtracni
bariéry v ledvinach zplsobené vrozenym nebo ziskanym posSkozenim specializovanych
ledvinovych bunék - podocyti (Varner et al., 2018; Torban et al., 2019). NS se u mensich déti
diagnostikuje pomoci kvantitativniho zhodnoceni proteinurie z ranniho jednorazového vzorku
moci poméerem bilkoviny a kreatininu (nefrotickd proteinurie je > 200 mg/mmol) (Skélova and
Zieg, 2017; KDIGO., 2012). U starSich déti Ize proteinurii také vysetfit 24hodinovym sbérem
moc¢i (hodnota bilkoviny je > 960 mg/m?/den) (Skalova and Zieg, 2017). Hypoalbuminémie je
pak definovana hodnotou sérového albuminu < 25 g/l (KDIGO., 2012). Hyperlipidémii ve
vetsing laboratofi odpovida vzestup sérového cholesterolu > 4,2-5,0 mmol/l (podle véku) a
sérové koncentrace triglycerida > 1,6-2,2 mmol/l (podle véku) (Geier, 2001; Skélova and Zieg,
2017). Chronické onemocnéni ledvin se diagnostikuje a klasifikuje podle miry sniZeni
glomeruldrni filtrace (GF) vypoctené dle Schwartzovy rovnice. GF vypovida o schopnosti
ledvin o¢istit plazmu od kreatininu za jednotku ¢asu (tzv. clearance kreatininu). Pro jeji vypocet
je tfeba znat koncentraci sérového kreatininu, vySku pacienta a pohlavné a vékove specifickou
proporéni konstantu. Normélni renalni funkce je definovana hodnotou > 90 ml/min/1,73 m?

(renalni selhani je definovano jako GF < 15 ml/min/1,73 m?) (Staples et al., 2010).

1.2 Déleni nefrotického syndromu

NS Ize délit dle etiologie onemocnéni, tj. primarni forma NS (dé€li se na monogenni a
chronického onemocnéni (napt. diabetes, systémovy lupus, chronicka hepatitida B a C, HIV,
atp.) nebo disledkem expozice nékterym 1ékiim (napt. penicilamin, lithium, ampicilin) nebo
nefrotoxickym téZkym kovim (napf. rtut, kadmium) (Varner et al., 2018; Kodner, 2009).
Primarni formy se ¢astéji vyskytuji u déti, a proto zde mizeme aplikovat také veék jako parametr
pro rozdéleni NS (Santin et al., 2011). Kongenitalni NS se projevuje u novorozencti a kojenct

do 3 mésicti od narozeni (Bérody et al., 2019). Pfi manifestaci NS mezi 4. a 12. mésicem zivota,



se jedna o infantilni formu onemocnéni a NS projevujici se po 1. roce Zivota oznacujeme jako
détsky NS (Skalova and Zieg, 2017), pfi¢emz proporce molekuldrné geneticky pozitivnich
nalezl klesé s rostoucim vékem (kongenitalni NS 85 % piipadd, infantilni NS 40 % piipada,
détsky NS 11 % ptipadh) (Skalova and Zieg, 2017; Trautmann et al., 2015; Bérody et al., 2019;
Sadowski et al., 2015). Déleni dle v€ku vzniku je Cisté popisné bez jakéhokoliv zpiesnéni
budouciho priibéhu NS. Dalsi vyuzivané déleni NS je dle histologického nélezu, kdy se u déti
indikovanych k renalni biopsii nejCastéji  setkdvame s ,,nemoci minimalnich zmén
glomerulu“ (MCD, 80 — 90 % piipadi) a s histologickym nélezem fokalni segmentalni
rezistentni formy nez u senzitivni formy onemocnéni) (Vivarelli et al., 2017; D'Agati et al.,
2011; Bierzynska et al., 2017; Trautmann et al., 2015). Vzhledem ke své invazivité, indikace
primarné pouze u steroid-rezistentnich pfipadi a nepiesnostech pii odbéru, neni renalni biopsie
a nasledné histologické hodnoceni optimalnim piistupem k urceni progndzy onemocnéni ani

k urceni cilené a efektivni terapie.

1.3 Déleni NS dle odpovédi na glukokortikoidni terapii

Standardni uvodni 1é¢ba primarniho NS spociva v Sestitydennim podavani vysokych
davek glukokortikoidd (60 mg/m?/den) a je jednotna pro viechny pacienty. Cilem 1é¢by NS je
dosaZeni remise onemocnéni a zabranéni jeho relapsu. S ohledem na cile 1é¢by se rozliSuje
kompletni remise onemocnéni (pomér sérovych koncentraci celkové bilkoviny a kreatininu <
20 mg/mmol) a ¢astecna remise (redukce proteinurie o vice nez 50 % a pomér sérovych
koncentraci celkové bilkoviny a kreatininu 20 — 200 mg/mmol) (KDIGO., 2012). Podle
vymizeni proteinurie na konci tohoto intervalu se onemocnéni déli na steroid-senzitivni
(SSNS, 80 % déti) nebo steroid-rezistentni NS (SRNS, 20 % déti) (McKinney et al., 2001).
Inicidlni odpovéd na 1écbu glukokortikoidy je v soufasné dobé hlavnim prognostickym
ukazatelem NS (Narla and Swiatecka-Urban, 2020). U 80 — 90 % jedinct se SSNS se vyskytne
nejméné jeden relaps (Lombel, Gipson, et al., 2013). Z toho az u 50 % pacientli dochdzi
k opakujicim se relapsiim onemocnéni reagujicich na standardni glukokortikoidni 1é€bu nebo
je u nich remise dosazeno pouze dlouhodobym podavanim glukokortikoidl (tzv.
kortikodependence) (Lombel, Gipson, et al., 2013; Downie et al., 2017). MlZe vSak také dojit
ke vzniku sekundarni rezistence ke glukokortikoidim, dle recentni studie je tomu tak az u 30

% jedinct puvodné k terapii senzitivnich (Bierzynska et al., 2017). V tom piipad¢ je nutné



pokracovat v terapii jinymi imunosupresivy ¢i chemoterapeutiky (Lombel, Gipson, et al.,

2013).

Jedinci se SRNS, u kterych jsou glukokortikoidy jiz od samého pocatku terapie
neefektivni (ale ptijde se na to z divodu nastaveni diagnostickych kritérii az po Sesti tydnech
1é¢by), mohou mit monogenni etiologii a profitovat zcilené terapie (napi. substituce
koenzymem Q10 u jedinci s patogennimi variantami v genech pro enzymy biosyntézy
prirozené¢ho koenzymu Q10 (Stanczyk et al., 2018)). U genetickych piipadi, kde cilena terapie
neni znamd, je v soucasné dob¢ vyuzivana léba symptomatickd (pfedevsim podavani
antihypertenziv, ACE-inhibitora a blokatorti angiotenzinového receptoru) (Skalova and Zieg,
2017). Pozitivni geneticky vysledek ma také prognosticky vyznam pro planovani transplantace
ledviny, nebot’ je u téchto jedinci po Gspésne provedené transplantaci velmi nepravdépodobny
relaps NS. Oproti tomu jedinci s negativnim genetickym nalezem maji 50 % riziko vzniku
rekurence po transplantaci (Bierzynska and Saleem, 2018). U jedinci s idiopatickym SRNS
(negeneticka forma) nemtzeme vyloucit patogenni variantu v doposud neznamém genu nebo
jinou etiologii onemocnéni. U téch tak zatim cilend terapie neni mozna a lékem prvni volby
jsou kalcineurinové inhibitory, v ptipad€ nizkého efektu této terapie pak v kombinaci s nizkou
davkou glukokortikoidd (Skalova and Zieg, 2017; Lombel, Hodson, et al., 2013; Dogra and
Kaskel, 2017). VSechny déti s NS, které nedosdhnou dlouhodobé remise nebo jen omezeného
poctu relapst, jsou vystaveny chronické vysoko-davkované glukokortikoidni ¢i dlouhodobé
kalcineurinové 1€¢bé s Cetnymi vaznymi nezddoucimi ulinky (napi. katarakta, obezita,
zhorSena obranyschopnost proti infekcim, porucha ristu, osteopordéza (Hahn et al., 2015),
emocni nestabilita (Mishra et al., 2010), pfi dlouhodobém podavani kalcineurinli pak
nefrotoxicita, poSkozeni jater, hypertenze atd. (Safarini and Patel, 2020)) a maji vysoké riziko
vzniku rendlniho selhani s nutnosti chronického dialyza¢niho programu nebo transplantace

ledvin (Tullus et al., 2018).

1.4 Genetika nefrotického syndromu

Jiz pted vice nez 20 lety se podatilo odhalit prvni gen asociovany s kongenitalnim NS.
Jednalo se o gen NPHS1 (kdduje nefrin, nezbytnou strukturni komponentu extracelularni ¢asti
glomerularni filtracni membrany) (Kestild et al., 1998). Pozd¢ji doslo k nélezu dalSiho
vyznamného markeru podocytii, genu NPHS?2 (koduje podocin, tvofici transmembranovy spoj

mezi extracelularnimi komponenty glomerularni filtraéni membrany a cytoskeletem bunky)



(Boute et al., 2000). Vyzkum postupné odhalil, Ze proteiny podocin i nefrin se nachéazeji
specificky v podocytech, kde spolecné interaguji s cytoskeletalnimi proteiny (CD2AP) (Koziell
et al., 2002) a jsou hlavnimi komponentami podilejicimi se na stavbé mezibunécného spojeni
podocytt (Schwarz et al., 2001; Huber et al., 2001). Paralelné s nalezem patogennich variant
genu NPHSI asociovanych s NS byly objeveny kauzalni varianty genu WTI, které byly
identifikovany u jedinct se SRNS asociovaného s dalSimi neledvinovymi projevy a poruchami
(naptiklad Denys-Drashiiv a Frasieriv syndrom) (Barbaux et al., 1997; Klamt et al., 1998;
Mueller, 1994). Patogenni varianty tfech zminénych gent (NPHSI, NPHS2 a WTI) byly
posléze v populacnich studiich shledany jako nejcastéjsi pfic¢iny kongenitalniho a infantilniho

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

v v

Rozvoj metod masivniho paralelniho genetického sekvenovani (next generation
sequencing, NGS) umoznil cilené a efektivni vyhledavani genetické piic¢iny NS. Rozsahla
multicentrickd studie (1783 rodin), kterd se zaméfila na vysetieni 27 v t€ dob& zndmych genii u
déti 1 dospélych s manifestaci SRNS pred 25. rokem zivota, identifikovala patogenni variantu
u 30 % jedinct (Sadowski et al., 2015). Dalsi studie, jejichz cilem bylo molekularné genetické
vySetfeni celonarodnich kohort déti se SRNS, ukazaly také cca 20 — 30 % pozitivnich nalezl
(Bierzynska et al., 2017; Wang et al., 2017; Siji et al., 2018). Monocentricka studie z Détské
nemocnice v Bostonu vSak genetickou pti¢inu SRNS identifikovala pouze u 11 % ptipadi ze
77 déti se SRNS (z celkem 72 rodin) (Tan et al., 2018). V bostonské studii byl analyzovan
obdobny pocet genil (24) jako ve vySe uvedené multicentrické studii (Sadowski et al., 2015).
Porovnani téchto dvou studii ukazuje, Ze proporce pozitivnich nalezli mize byt ovlivnéna
velikosti sledované kohorty. Dalsi podstatny vliv mohou mit pfibuzenské vztahy ve zkoumané
populaci (50 % pozitivnich nalezi v rodinach s piibuzenskymi vztahy a 25 % v rodinach
s nepiibuzenskymi vztahy dle (Sadowski et al., 2015)). Na proporci pozitivnich nalezi ma také
vliv s rostoucim poznanim v case piibyvajici pocet nové identifikovanych gend. Nedavna
britskd studie analyzujici genetickou pficinu SRNS odhalila 26 % pozitivnich ptipadd pfi
vySetfeni 53 gend (Bierzynska et al., 2017). Majoritni podil drzi patogenni varianty v genech
NPHS1, NPHS2 a WTI (dnes znamo az 70 genti), bez ohledu na velikost nebo etnikum
studované populace (Trautmann et al., 2015; Bierzynska et al., 2017; Sadowski et al., 2015).
Nevyhodou dnes pomérné rychlého odhalovéani dalSich moznych genetickych pficin NS diky
NGS je, Ze u mnoha genl neni dosud objasnéna jejich funkce, resp. role v patogenezi

onemocnéni a mnoho nalezenych variant je klasifikovano jako varianty nejasného klinického



vyznamu. Jedinym zplsobem, jak objasnit kauzalitu novych kandidatnich genii ¢i novych
variant jiz znamych gend, je provedeni ¢asové narocnych a finan¢né nakladnych funkénich

studii in vitro.

1.5 Jiné mozné pri¢iny nefrotického syndromu

Dv¢ tietiny déti se SRNS maji negativni geneticky nalez a pticina poskozeni glomerult
u nich ziistava neobjasnéna (Bierzynska et al., 2017). U ¢asti téchto déti mtize byt NS zptisoben
patogenni variantou v dosud nepopsaném genu, v literatufe se vSak také spekuluje o doposud
nepotvrzenych imunogennich sérovych faktorech (Colucci et al., 2018). Vliv imunitnich
procesti v patogenezi NS se nabizi proto, ze vétSina pouzivanych 1ékti moduluje aktivitu T
anebo B lymfocytii (Colucci et al., 2018). Ptikladem je podévani monoklonélni protilatky
rituximab, ktera cili na specificky lymfocytarni antigen CD20. Rituximab se také vaZe na
lipidovou fosfodiesterazu SMPDL-3b podocytt (Ravani et al., 2016). Inhibuje apoptozu téchto
bunék a stabilizuje jejich cytoskelet (Fornoni et al., 2011). Efektorem imunitné indukovaného
poskozeni podocytil a potazmo glomerulérni filtraéni membrany u déti s idiopatickym NS mize
byt solubilni faktor cirkulujici v séru. Dikazem existence takového sérového faktoru je
napiiklad vysoké riziko rekurence onemocnéni u transplantovanych pacienti s idiopatickym
NS (Bierzynska and Saleem, 2018), kdy rekurenci NS po transplantaci ledviny bylo zabranéno

vyménou krevni plazmy (Fine, 2007).

1.6 Verifikace monogenni pri¢iny SRNS

Zakladni metodou genetickych analyz je Sangerovo sekvenovani zaloZené na
amplifikaci vybraného useku DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se
zatfazovanim fluorescenéné¢ znaCenych nukleotidi. Sangerovo sekvenovani spolehliveé
syntetizuje useky o délce az 1000 part bazi (sekvenacéni piesnost je 99,9 %) (Kolisko, 2017).
Metoda je vhodna k rutinnimu genetickému vySetfeni chorob, které se daji vysvétlit ndlezem
patogennich variant v omezeném mnozstvi genti ¢i jejich exonll (cca 1 — 5). Nevyhodou je
casova naro¢nost metody (amplifikace 1 useku DNA za 1 PCR cyklus) (Kolisko, 2017).
V ptipadé testovani vice genli nebo exonil, nartistaji naklady na provedeni metody a vyplati se
investovat do sekvenovani nové generace (NGS). NGS umoznuje sekvenovani velkého poctu

vybranych geni (panel az ne€kolika set genti) nebo celého exomu (soubor vSech exonu vSech

10



genl v analyzované DNA) ¢i genomu (prakticky celd DNA vcetné nekddujicich oblasti) (Carter
and He, 2016; Illumina, 2017). Rozdilem oproti vySe uvedené zakladni metod¢ je masivni
paralelni amplifikace milionti isekii DNA v jednom kroku. Nevyhodou NGS je pouze nizsi
presnost (nalezené varianty se oveéiuji Sangerovym sekvenovanim). Vyhodou NGS je niZsi cena

a mensi ¢asova naroc¢nost.

1.7 Funkéni studie NS - mikros$kalova termoforéza (MST)

Ovetit funkei mutovaného proteinu lze pomoci funkénich studii. Jednou z moznosti je
analyza vazebné interakce proteinu s cilovym receptorem (jedna-li se o ligand), ligandem
(jedna-li se o receptor), jinym proteinem (jedna-li se o proteinovy komplex) nebo specifickou
DNA sekvenci (jedna-li se o transkripéni faktor). MikroSkalova termoforéza (MST) detekuje
zménu rychlosti pohybu fluorescencné oznacené molekuly pfi jejim navazani na svého
vazebného partnera. Laserem indukované teplo v ohrani¢eném bod¢ smési vazebnych partneri
vyvold pohyb molekul — termoforézu. Ta se méni s ménici se koncentraci fluorescenéné
neoznacen¢ho vazebného partnera zkoumané molekuly. Za idedlnich podminek eseje tak lze
stanovit disociacni konstantu (Kd) vazebné interakce (Jerabek-Willemsen et al., 2011; Jerabek-
Willemsen et al., 2014). Vyhodou metody MST je potifeba jen malého objemu vzorku,
senzitivita v nanomolech, rychla pfiprava i analyza, neni nutnd imobilizace proteind a je mozné
vyuZit proteiny s jiz pfedem konjugovanou fluorescen¢ni znackou (Jerabek-Willemsen et al.,
2014). Nevyhodou MST jsou omezeni ve sloZeni analytickych pufrd, kdy napiiklad
merkaptoethanol nebo vysoké koncentrace soli mohou negativné ovliviiovat fluorescenci a tedy

1 vysledek méteni.
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2. Hypotézy a cile disertacni prace
Hypotézy:

1) Cilené molekularné genetické vySetfeni déti se SRNS odhali pfi¢inu jejich onemocnéni a

pomuze pochopit jeho podstatu.

2) Jednim z moznych mechanizmii vzniku onemocnéni je zména exprese cilovych gent

v podocytech indukovand mutovanymi formami transkrip¢nich faktorti (napt. WT1).

3) Objasnéni genetické pii¢iny a mechanizmu vzniku SRNS pomuze oteviit cestu k terapii ,,Sité
na miru‘ a zabrani tim rozvoji zavaznych nezddoucich uc¢inkti doposud standardné a uniformné

pouzivanych vysokych davek glukokortikoida.

4) Vybrané klinické a laboratorni parametry zaznamenané v dob&é manifestace nefrotického

syndromu by mohly predikovat odpovéd’ na Givodni terapii glukokortikoidy.

Cile:

Cilem této prace bylo pomoci metod molekularné genetickych (celoexomové a RNA
sekvenovani), analytickych (mikroskéalova termoforéza, luciferazova esej), kultivacnich
(ptiprava transfekovanych bunécnych linii) a metod genového inzenyrstvi (cilena mutageneze,

pfiprava mutantnich proteinli) poodhalit mechanizmy vzniku SRNS u déti.

1) Kombinaci Sangerova a celoexomového sekvenovani cileného na vSechny znamé geny
asociované se SRNS zjistit prevalenci jednotlivych monogennich pfi¢in onemocnéni u

dlouhodobé sbirané kohorty ceskych a slovenskych déti.

2) In vitro pfipravit v populaci déti se SRNS nalezené mutované formy transkripéniho faktoru
WTI1, analyzovat jejich vazebnou afinitu k cilové DNA sekvenci za pouZiti mikroskalové

termoforézy (MST) a popsat expresi cilovych gend.

3) Otestovat vztah vybranych klinickych a laboratornich parametrii zaznamenanych v dobé
manifestace (otoky, vySe proteinurie, hypertenze) k odpoveédi na tivodni glukokortikoidni

terapii.
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3. Material a metodika

Kritéria pro zafazeni pacienti do studii a popis laboratornich postupti uzitych pii analyzach
jednotlivych slozek prace jsou podrobné uvedeny v metodice disertacni prace a v jednotlivych

publikacich, které jsou podkladem predklddané disertacni prace.

3.1 Metodika studie 1 - Molekularné genetické vysetieni jedincia se SRNS

a) Zatazeni pacientd a sbér vzorkit DNA

Zarazeni détskych pacientil spolecné se sbérem vzorkti DNA probihalo 18 let mezi roky
2000 —2017. Celkové bylo do studie zatazeno 74 Ceskych a slovenskych déti (38 chlapcti a 36

divek) ze 70 rodin splnujicich kritéria zatfazeni.
b) Geneticka analyza

Sangerova analyza gentt NPHS2 a WT1 (pouze nejcastéji mutované exony 8 a 9 (Mucha
etal., 2006)) byla provedena u vSech déti. U déti s kongenitalnim NS byl navic sekvenovan gen
NPHSI. Vsechny vzorky snegativnim vysledkem z prvni Casti genetické analyzy byly
podrobeny sekvenovani nové generace pomoci navrzeného panelu 48 genii v té€ dob¢ se znamou
asociaci se SRNS z kitu Haloplex od Agilent Technologies. Na zakladé obecné pfijimanych
genetickych standardi (ACMG) byly varianty vyhodnoceny jako patogenni, pravdépodobné
patogenni, pravdépodobné benigni, benigni nebo varianty nejasného klinického vyznamu

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

3.2 Metodika studie 2 — Analyza vazebné afinity mutantu WT1 k cilové DNA sekvenci

a) Pivod WTI variant

Pro tuto studii bylo vybrano 9 pacienti s mutovanym genem WTI. Celkem 7/9 WTI
pacienti bylo soucasti kohorty ve ,,studii 1 a dals$i dva pacienty jsme detekovali pozdéji

Sangerovym sekvenovanim.

b) Piiprava WT1 proteint
Varianty WT1 byly ptipraveny syntézou DNA plazmidi WT1 tranksripéniho faktoru

ziskaného z bun¢k lidského adenokarcinomu (A549).
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c¢) Exprese proteintt WT1
Exprese byla provedena v bakterialnim kmeni Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3)
CodonPlus RIL. Pfitomnost proteinu byla ovéfena metodou SDS-PAGE.

d) Izolace a purifikace proteini WT1
Izolace WT1 proteint z bakteridlnich pelet a separace proteinti byla provedena pomoci
rychlé proteinové kapalinové chromatografie (FPLC, purifikaéni systétm AKTA pure se

softwarem Unicorn) nejprve na zaklad¢ jejich iontového naboje a poté dle velikosti.

e) Vazebnd analyza

MST byla provedena na pfistroji Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies)
s vlastnim softwarem poskytujicim interaktivni protokol (MO.Control, NanoTemper
Technologies). Ktivky vazebné afinity pro kazdy mutantni WT1 protein (kazdy méfen 3x za
sebou) byly zkalkulovany pomoci MO.Affinity Analysis softwaru (NanoTemper

Technologies).

f) Luciferazova esej

Esej byla provedena na lidskych bunkdch HEK293 (Sigma-Aldrich) s vloZenymi
s vektorem nesoucim gen pro luciferdzu s promotorem cilového genu ACTNI a s kontrolnim
reportérovym vektorem (Renilla, Promega). VSechny reakce byly pfipraveny v triplikatech
(wild type WT1, WTI1 p.His450Arg, p.Gln447Pro a HEK293 bez vektori jako negativni
kontrola) a Sesti nezavislych 12-jamkovych deskach. Esej byla provedena dle firemniho
protokolu Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega). Analyza byla spusténa na
¢teCce FLUOstar omega (BMG Labtech).

g) Statistika
Pro vypocet statistickych rozdilti vysledkii vazebné analyzy a luciferazové eseje byl

vyuzit dvouvyberovy oboustranny t-test v softwaru R (Team, 2014).

3.3 Klinické a laboratorni prediktory odpovédi na glukokortikoidni 1é¢bu

Pro tuto analyzu byli vybrani vSichni pacienti se SRNS ze studie 1 a 2 s dostupnou
informaci o mife proteinurie, pfitomnosti hypertenze a otokd pfi manifestaci onemocnéni (40
pacientll). Data byla porovnana s daty déti se SSNS (12 pacientt), které se nové manifestovali

po roce 2017.

14



4. Vysledky

4.1 Studie 1 — Molekularné genetické vySetieni jedincii se SRNS

4.1.1 Vysledky genetické analyzy

Kombinace Sangerova sekvenovani a panelu vybranych genti (sekvenovani nové
generace) odhalilo kauzalni (patogenni nebo pravdépodobné patogenni) varianty u 28/74 (38
%) déti se SRNS. Sangerovo sekvenovani odhalilo 26 % pozitivnich pacientl a sekvenovani
nové generace poté doplnilo mnoZstvi pozitivnich pacientl o dalSich 9/74 pacientl (12 %).
Nejcéastéji mutovanymi geny byly NPHS2 u 11/74 (15 %) pacientd, WT1 u 7/74 (9,5 %)
pacientti, NUP93 u 4/74 (5,4 %) pacientt, COQ2 u 2/74 (2,7 %) pacienti a NPHSI, INF?2,
DGKE a LMXIB vzdy u 1/74 (1,4 %) pacientt. U variant NUP93 byla ovéfena jejich absence
ve 380 zdravych kontrolach, nebot’ podil pacientl s kauzalnimi variantami v tomto genu byl

oproti podobnym zahrani¢nim studiim relativné vysoky.

4.1.2 Vysledky klinickych a laboratornich nalezi

Dle v€ku manifestace bylo zaznamendno 11 pacientii s kongenitalnim NS, 10 pacientl
s infantilnim NS a 52 pacient s NS v détském véku (1 pacient nezatfazen z diivodu chybéjici
informace o manifestaci NS). Vyskyt kauzalnich variant byl castéjs$i pfi manifestaci
onemocnéni do 12 mésicti véku v porovnani s manifestaci pozdéji béhem détstvi (13/21 vs.
15/52, p = 0,02 dle dvou-populacniho proporcniho testu). Otoky mélo pfi manifestaci SRNS
26/41 déti (63 %) a hypertenzi 10/39 déti (26 %), u ostatnich nebyly tyto udaje k dohledéni.
Nebyl nalezen vyznamny rozdil v proporcich pacientii s otoky a hypertenzi a ve vysi proteinurie
pii manifestaci onemocnéni mezi pacienty s genetickou a negenetickou formou onemocnéni. U
56/74 pacientil (76 %) byla provedena biopsie ledvin (10/56 (18 %) MCD, 42/56 (75 %) FSGS,
4/56 (7 %) difizni mezangialni skler6za). Nefroblastom byl odhalen u tii pacientii (vSichni
Denys-Drashliv syndrom). Extrarendlni symptomy byly odhaleny u 23/74 pacienti (31 %):
vrozené srde¢ni vady (2 pacienti), stenoza plicni tepny (2 pacienti), psychomotoricka retardace
(5 pacientl), hypotyredza (3 pacienti), porucha rlstu (4 pacienti), katarakta (2 pacienti),
kryptorchismus (2 pacienti), pontocerebelarni hypoplazie (1 pacient), patelarni dysplazie,
svalové kontraktury, svalovd hypotonie a hypermobilita kloubli (1 pacient) ¢i anorektalni
atrézie (1 pacient). Konecné stadium onemocnéni ledvin bylo zaznamenano u 28/74 pacientl
(38 %; 18 znich s genetickym SRNS). Vyrazné castéji dosp€li do tohoto stadia jedinci
s genetickym SRNS neZli ti s geneticky negativnim nalezem (Pomér rizik (HR) = 2,2; Interval
spolehlivosti = C1 95% 1,2 — 3,8; p = 0,0063).
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4.2 Studie 2 - Analvza vazebné afinity mutantu WT1 k cilové DNA sekvenci

4.2.1 Vazba WT]1 proteinit k EGR1 DNA sekvenci

Celkem 3/8 WTI1 mutanti (p.Arg439Pro, p.His450Arg, p.Argd463Ter) mély nizsi
vazebnou afinitu a 3/8 mutantii (p.Gln447Pro, p.Asp469Asn, p.His474Arg) mély zvySenou
vazebnou afinitu (p<0,01 pro vSechny). U zbylych 2/8 WTI mutanti (p.Cys433Tyr,
p.Arg467Trp) byla afinita podobna jako pro wild type WT1 protein. Fenotyp pacientli nebyl
s témito zménami DNA-vazebné afinity nikterak asociovan. Luciferdzova esej ukazala, ze
afinitou vyznamné zvySuji expresi cilového proteinu ACTNI v porovnani s expresi
stimulovanou wild type WTI1 proteinem (p.His450Arg vs. wild type WTI1, p = 0,0044;
p.GIn447Pro vs. wild type WT1, p <0,001).

4.2.2 Klinicka data pacientu s W7/ variantami

Onemocnéni se u pacientit s W71 variantami manifestovalo pfedevS§im v prvnim roce
zivota (78 % infantilni NS). Medidn manifestace byl 5 mésicti (min: 8 dni, max: 4,2 let).
Nejcastéjsimi symptomy pii manifestaci byly otoky obli¢eje a koncetin (56 %), hypertenze (44
%) a hematurie (44 %). Denys-Drashiv syndrom byl pfitomen u 3/9 pacientd (33 %). Jeden
pacient mél krom& SRNS hypospadii a rozStép skrota. U biamnidlnich monochorionickych
dvojcat se vedle SRNS projevila stenoza plicni tepny. Konecné stddium onemocnéni ledvin
bylo zaznamenano u vSech pacientd s W7 variantami s nastupem ve véku od narozeni do 7,8
let (median: 8 mésicit). Pouze 3 jedinci, kteti se dozili transplantace, doposud Ziji, ostatnich 6
zemielo. Molekularn€ genetické vySetieni odhalilo u téchto 9 pacientdt 8 rlznych
heterozygotnich exonovych variant v genu WT1. Nebyl nalezen statisticky vyznamny klinicky
¢i laboratorni prediktor odlisujici jedince s WT1 SRNS od ostatnich genetickych ptipadt SRNS
(otoky p = 1,00; hypertenze p = 0,55; proteinurie p = 0,29).

4.3 Klinické a laboratorni prediktory odpovédi na glukokortikoidni 1é¢bu

Mezi détmi s glukokortikoid-rezistentni a glukokortikoid-senzitivni formou nefrotického
syndromu nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v proporci déti s otoky, hypertenzi ani

rozdil v mife 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 prace pomoci kombinace Sangerova piimého sekvenovani a NGS panelu zaméteného
na 48 znamych kauzalnich genii odhalila pfi¢inu onemocnéni u 38 % jedinct témét 20 let
sbiran¢ unikétni kohorty Ceskych a slovenskych déti se SRNS (Bezdicka et al., 2018). Mezi
nejcastéji zastoupenymi kauzalnimi geny byly kromé i v jinych populacich zaznamenanych
NPHS?2 (koduje podocin — stavebni kdmen mezibunécnych spoji podocytit) a WT1 (kdduje
transkrip¢ni faktor WT1 - zasadni regulator urogenitalniho vyvoje) také NUP93, ktery koduje
podjednotku transportniho péru jaderné membrany (Braun et al., 2016), a nasi kohortu tak od
ptedchozich do jisté miry odliSuje. V dalSim kroku jsme se zaméfili na odhaleni molekularni
podstaty asociace mezi nalezenymi variantami transkripéniho faktoru W71 a SRNS. Zjistili
jsme, Ze proteinové produkty jednotlivych variant W71 se k cilové DNA sekvenci vaZou
s riznou (vyss$i 1 nizsi) afinitou v porovnéni s wild type WT1 proteinem. U dvou mutantnich
forem WTI1 s opacnym vlivem na DNA-vazebnou afinitu jsme pak pomoci luciferazové eseje
v buitkdch HEK293 ovéfili, ze ob¢ vyznamné zvySovaly expresi cilového genu ACTNI. Mira
proteinurie, pfitomnost otokli ani hypertenze pifi manifestaci onemocnéni se neliSily mezi

jedinci se SRNS a SSNS.

5.1 Diskuze ke studii 1

5.1.1 Vyznam NGS a nej¢astéji mutované geny u éeskvch a slovenskvych déti se SRNS

Prestoze je NGS pomérné finan¢né nakladna metoda, v nasi studii (panel 48 gent)
vychazela cena za vysetfeni jednoho vzorku (pacienta) na cca 6500,-K¢. Ten samy pocet genti
by v ptipadé vyuziti Sangerovy metody piiSel u jednoho vzorku (pacienta) na cca 81600,-K¢.
Kromé¢ toho by vySetieni a analyza jednoho pacienta Sangerovou metodou trvala cca 192 dni,
zatimco u NGS to bylo jen cca 21 dni. NGS je tak jednoznaéné rychlejsi a levnéjsi alternativou.
Vzhledem k vys§i chybovosti metody NGS je vSak stdle vhodné vyznamné nalezy NGS
ovéfovat Sangerovou metodou (Bezdicka et al., 2018). Nase kombinace Sangerova a NGS

sekvenovani tak pfedstavuje snahu o ¢asove i finanéné optimalni vySetfovaci postup.

Nejcastéji mutovanymi geny v nasi populaci byly NPHS2 (15 %) a WT1 (12 %). Mutace
téchto dvou genti byly nejcastéjsi také v dalSich evropskych studiich zaméfenych na vyzkum
genetickych pii¢in SRNS u déti. Data z narodniho registru Spanélska (Santin et al., 2011),
Velké Britanie (Bierzynska et al., 2017) ¢i Némecka (Biischer et al., 2010) ukdzala prevalenci
NPHS2 u 6 — 20 % ptipadu a prevalenci WT1 u 2 — 12 % jedinct. Naopak gen NPHS1, ktery
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byl v téchto studiich vétSinou tfetim nejcastéji mutovanym genem (zastoupen v 7 — 17,5 %
ptipadi), byl v nasi studii nalezen pouze u jednoho pacienta (1,4 %). V praci ze Saudské Arabie
byla geneticka pticina SRNS odhalena u 51 % ptipadii (Al-Hamed et al., 2013), tedy vyznamné
vice nez v evropskych studiich, ale u vSech piipadii byl potvrzen ptibuzensky vztah rodicu.
V jiné praci mélo pozitivni vysledek genetického vySetfeni SRNS dokonce 62 % pacientt,
jednalo se vSak o mezinarodni studii kongenitalniho NS (Heeringa et al., 2008), tedy pouze
jedinct, ktefi se manifestovali nejpozdéji do 3 mésici véku. Z nich 55 % neslo kauzalni
varianty v genu NPHS1. Podobn¢ tomu bylo u studie pacientli s manifestaci SRNS do 1 roku
zivota, ve které se geneticka pticina potvrdila v 66 % (Hinkes et al., 2007). Je tedy zfejmé, ze
podil geneticky potvrzenych pifipadi SRNS klesa srostoucim vékem pii manifestaci
onemocnéni a pomérné (nebo vyhradni) zastoupeni nejmladsich déti v konkrétni studii mize
vyznamn¢ ovlivnit nejen procento pozitivnich nélezil ale také pomérné zastoupeni jednotlivych
kauzalnich gend. V evropskych pomérech zanedbatelnym faktorem vysvétlujicim rozdilné

procento geneticky podminénych ptipadti mezi jednotlivymi studiemi je pak konsangvinita.

Vyznamnym nalezem nasi studie je pomérné vysoky vyskyt mutaci v genu NUP93 (tteti
nejcasteji mutovany gen), ktery byl v jinych evropskych studiich raritni pti¢inou SRNS (5,4 %
vs. 0,4 — 0,5 %) (Bierzynska et al., 2017; Braun et al., 2016). Role selektivnich transportnich
p6rt jaderné membrany (proteinového produktu NUP93) v patogenezi onemocnéni byla poprvé
popséna u 6 rodin srbského, némeckého a tureckého pitvodu, kdy bylo pomoci funkéni studie
prokézéno, Ze genetickym vySetifenim detekované varianty NUP93 vedou k abnormalni
struktufe port a zplsobuji snizeni prichodnosti jaderné membrany pro transkripéni faktor
SMAD4, mediator signalni transdukce TGF-B. SMAD4 podporuje pieZivani podocyti za
nepiiznivych podminek extracelularniho prostiedi (Braun et al., 2016). SniZend koncentrace
SMADA4 v jadte tak miize usnadnit poskozeni podocytl (Braun et al., 2016; Meng et al., 2012).
V dobé realizace nasi studie byl kromé& vySe zminénych 6 rodin popséan jiZ jen jeden dalsi
pacient (Bierzynska et al., 2017) s mutovanym NUP93 v asociaci se SRNS. U v8ech naSich ¢tyf
pacienti byla nalezena patogenni varianta c¢.1772G>T (p.Gly591Val), a to bud
v homozygotnim (1/4 ptipadi) nebo ve slozeném heterozygotnim stavu s dalsi kauzalni
variantou NUP93 (3/4 ptipadi). Zajimavosti je, Ze tato varianta byla v heterozygotni formé
nalezena u jednoho dal$iho pacienta, u kterého se tim vSak vzhledem k autozomalné recesivni
dédicnosti onemocnéni pfi¢ina nevysvétlila. NaSe ndlezy tak podporuji hypotézu o efektu
zakladatele v Evropé, tedy rozsifeni piivodné raritni genové varianty v populaci (Braun et al.,

2016).
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5.1.2 Lze klinicky odli$it geneticky a negeneticky SRNS?

Béhem prvnich péti let po manifestaci SRNS dospélo do kone¢ného stadia onemocnéni
ledvin témét 50 % déti s genetickou formou ale jen necelych 25 % déti s negativnim genetickym
nalezem. Podobné tomu bylo 1 v britské studii, kde se jednalo zhruba o 60 %, resp. 20 % déti
(Bierzynska et al., 2017), nebo ve studii némecké (72 % resp. 29 %) (Biischer et al., 2010).
Z téchto vysledkil vyplyva, ze genetickd forma SRNS je spojena s vyznamn¢ vyS$im rizikem
vzniku selhani ledvin nez je tomu u ptfipadli SRNS s negativnim genetickym nélezem. Jistym
klinickym prediktorem, ktery mize piedpovédét monogenni formu onemocnéni, je vek pii
manifestaci. V nasi studii byl geneticky SRNS diagnostikovan statisticky vyznamné vice u déti
do jednoho roku v€ku nez u déti starsich (62 % vs. 29 % ptipadl, p = 0,02). Vekova zavislost
byla popséna i v mezinarodni studii SRNS, kdy nejvyssi zachyt genetickych ptipadt byl pfi
manifestaci onemocnéni do 3 mésicii véku (69,4 %) a mezi 3 a 12 mésici zZivota (49,7 %), u
pozdéji manifestovanych proporce geneticky pozitivnich jedinch vyznamné klesla (21 %)
(Sadowski et al., 2015). Z dostupnych dat se ndm nepodaftilo nalézt vhodny prediktor, ktery by

odlisil genetickou a negenetickou formu SRNS jiz pfi manifestaci onemocnéni.

5.1.3 Vyznam genetického vySetfeni SRNS v praxi vychazejici ze studie 1

U dvou sourozencl byla identifikovana jiz diive popsana homozygotni patogenni
varianta ¢.683A>G (p.Asn228Ser) v genu COQ?2 (McCarthy et al., 2013). Gen COQ?2 kdduje
enzym parahydroxybenzoid-polyprenyl-transferazu, ktera katalyzuje ivodni kroky biosyntézy
koenzymu Q10 (Acosta et al., 2016). Mutace COQ2 se mohou kromé SRNS projevit jako
encefalomyelopatie, o¢ni atrofie, selhani jater nebo laktatova acidoza (Acosta et al., 2016). U
obou sourozencti byl z bioptického vzorku ledvin histologicky popsan obraz FSGS a u starsi
sestry doslo k umrti z ditvodu selhani ledvin jesté ptred genetickou diagnézou. Mladsi sestra
zprvu Caste€né zareagovala na podani 1éku prvni volby u SRNS, tj. cyklosporinu A, ale jeji
proteinurie zlistavala stale kolem 500 mg/m?/den (Bezdicka et al., 2020). Na zdkladé vysledku
genetické analyzy a literarnich udaji byl vysazen cyklosporin a zahajena 1écba syntetickym
koenzymem Q10, po ¢emZ doslo cca do 2 mésicti k remisi onemocnéni (Bezdicka et al., 2020).
V soucasné dob¢ je divka jiZ ptes dva roky v remisi, coZ dokazuje dlouhodoby ptiznivy vliv
terapie syntetickym koenzymem Q10 u jedincii s mutaci COQ?2 a podtrhuje klinicky vyznam

vysetiovani genetické pticiny SRNS umoziiujici indikovat cilenou individualizovanou 1é¢bu.

5.1.4 Zavéry studie 1

Studie 1 zkoumajici pfinos dvoustupnového cileného molekularné genetického vySetieni

longitudinalné sbirané kohorty ¢eskych a slovenskych déti se SRNS ukazala podobny zachyt
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kauzalnich variant jako v pfedchozich evropskych studiich, tj. cca u 40 % ptipadii. Nejcastéji
mutovanymi geny byly NPHS2 kédujici podocin a WTI kédujici transkripéni faktor WTI.
Ttetim nejcastéji mutovanym genem v nasi populaci byl gen NUP93, jehoz produkt reguluje
transport biomolekul pfes jadernou membranu a je dulezity pro pfezivani podocyti za
nepiiznivych extracelularnich podminek. Kombinace Sangerova piimého sekvenovani a
cileného NGS panelu genti se jevi jako casové i1 finanéné optimalni vySetiovaci postup, ktery
pomaha objasnit genetickou pificinu SRNS u 4/10 nemocnych déti, predurcit jejich prognozu a
potencionaln¢ téz otevira moznosti k budouci individualizované 1é¢bé ,,8it¢ na miru®

konkrétniho pacienta.

5.2 Diskuze ke studii 2

5.2.1 Analyza vazebné afinity mutantit WT1 k cilové DNA sekvenci

Patogenni varianty genu WTI byly druhou nej¢astéjsi pricinou genetického SRNS u
ceskych a slovenskych déti. Gen WT1 koduje transkripéni faktor WT1, ktery je klicovy pro
vyvoj urogenitalniho traktu (Stark et al., 1994; Essafi et al., 2011; Lipska et al., 2014). Piestoze
je jednim z nejcastéjSich pti€in SRNS, neni doposud zndma molekularni podstata onemocnéni
a neexistuje prace, ktera by se zabyvala tim, jak pfesné jednotlivé kauzalni varianty ovliviiuji
aktivitu prepisovaného transkripéniho faktoru. Vazba transkripcniho faktoru WT1 skrze 4 jeho
zinkové prsty a hledani cilové DNA sekvence bylo zkoumano jiz pied lety, kdy byla objevena
sekvence EGR1 (GCGGGGGCQG) (Stoll et al., 2007; Rauscher et al., 1990). Tato sekvence je
pojmenovand po jiném transkripénim faktoru, ktery ma 3 homologni zinkové prsty s WT1
proteinem a lze ji nalézt v regulacnich oblastech mnoha geni, jejichz expresi tak WTI1 fidi
(Ullmark et al., 2018; Dong et al., 2015; Kann et al., 2015). Pomoci originalni funk¢ni studie
jsme zjistili, Ze mutace v oblasti kodujici druhy a tfeti ,,zinkovy prst* proteinu WT1, tedy
domény umoznujici vazbu na DNA, mély oproti naSemu o¢ekéavani velmi variabilni vliv na

vazebnou afinitu k cilové DNA doméné EGR1.

Ttfi mutantni formy WT1 (p.Arg439Pro, p.His450Arg, p.Argd63Ter) v nasi studii
vykazovaly sniZeni vazebné afinity k cilové DNA. Bylo prokézano, ze sniZzena vazebna afinita
WTT1 proteinu k cilové DNA vede k redukci faktoru WNT4, ktery se béhem vyvoje ledvin
ucastni ptfemény mezenchymalni tkané na tkan epitelidlni (Stark et al., 1994; Essafi et al., 2011).
Béhem tohoto procesu dochdzi ke vzniku ledvinového epitelu a pozdéji nefront

z metanefrického mezenchymu a ureterického pupene (Stark et al., 1994). Exprese WT1
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v metanefrickém mezenchymu vyvojové piedchdzi expresi WNT4 a gen WNT4 obsahuje
specifické vazebné misto pro WT1 (Essafi et al., 2011). Pfi vyfazeni genu W71 v mySich
embryondlnich ledvinovych mezenchymalnich bunkach dochazi ke ztraté exprese WNT4
(Essafi et al., 2011). V jiné studii se u mySich embryi s vyfazenym W71 nevyvinuly ledviny,
gonddy a slezina, a plody odumfely v poloving biezosti v diisledku selhani koronarniho ob&éhu
(Kreidberg et al., 1993). U modelu transgenni dospélé mysi se specificky indukovanym
vytazenim WTI v podocytech skrze doxycyklin se objevila albuminurie, FSGS a rozpad
podocytarnich bunék spojeny se ztratou nefrinu a podocalyxinu, proteinti glomerularni filtracni
membrany (Gebeshuber et al., 2013; Chau et al., 2011). ZmenSené ledviny s poSkozenim
podocytl, porusenym vyvojem glomerularni filtrani membrany a s edémem perikardia byly
pozorovany u embrya dania pruhovaného, u kterého byl vyfazen ortolog genu WTI. Pii
soucasné injekci WT1 mRNA doslo u téchto embryi k fyziologickému vyvoji ledvin, naopak
pii soucasné injekci WT1 mRNA obsahujici patogenni variantu bylo postizeni podobné jako u
embryi s vyfazenym WTI ortologem (Hall et al., 2015). Studie dale potvrdila, ze linie bun¢k
HEK293 s patogenni exonovou variantou ve W7TI mé snizenou expresi strukturnich
podocytarnich proteinii nefrinu a synaptopodinu (Hall et al., 2015). VSechny tyto studie
podporuji hypotézu, ze nase WT1 mutantni formy se snizenou vazebnou afinitou k DNA maji

velmi pravdépodobné negativni vliv na vyvoj ledvin a jsou tak ptfi¢inou onemocnéni.

U ti1 dalSich mutovanych WTI proteini (p.GIn447Pro, p.Asp469Asn a p.His474Arg)
byla zjiSténa zvySena vazebna afinita k cilové DNA oproti wild type proteinu. Ze studii je
znamo, ze injekce mysSich myeloblastickych leukemickych bunék s vloZzenym genem W71 do
mys$i ukazala sniZenou onkogenezi oproti leukemickym buiikdm bez vlozeného W71 (Smith et
al., 2000). Transkrip¢ni faktor WT1 navic indukoval apoptdzu bun€k priméarniho osteosarkomu
skrze aktivaci proapoptotického genu Bak (Loeb, 2006). Na druhou stranu zvySena exprese
WT1 byla pozorovana u nefroblastomu, rakoviny prsu ¢i tlustého stfeva nebo u akutni
myeloidni leukémie (Ullmark et al., 2018; Koesters et al., 2004). Tyto studie ukazuji, ze WT1
muze byt tumor supresorem nebo onkogenem podle koncentrace, v jaké se v organismu
vyskytuje, nebo podle vlivu okolniho prostiedi. Za normalnich okolnosti je WT1 stéZejnim
diferencia¢nim plisobkem ledvinovych podocyti, zatimco aktivaéni mutaci zplisobena zvySena
transkrip¢ni aktivita mize naopak vyvolat podocytarni poSkozeni. Bohuzel neexistuje jedina
studie, ktera by zkoumala vliv zvySené exprese WT1 na vyvoj ledvin a podpofila tak tuto

hypotézu.
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(p.GIn447Pro) vazebnou afinitou ob¢ zvysuji genovou expresi ACTNI v porovnani s wild type
WT1 proteinem. Genova transkripce v eukaryotickych organismech je zprostiedkovéana
komplexnim RNA polymerazovym mechanizmem, ktery je fizen kombinatornim navazanim
vicero (stimulacnich i inhibi¢nich) transkripénich faktorl, pficemz se navic uplatiuji i jejich
konformac¢ni zmény (Reményi et al., 2004; He et al., 2014). SniZeni ani zvySeni vazebné afinity
mutantniho proteinu WT1 tak nemusi jednozna¢né predikovat konkrétni zménu v expresi
jednotlivych cilovych genti. Vazebna analyza je tak sice zajimavym poznatkem z oblasti
bazéalniho vyzkumu, efekt variant W71 na zménu bunééné funkce bude vSak nutné testovat
pokrocilej§imi masivnimi paralelnimi metodami jako je napf. analyza transkriptomu pomoci

sekvenace RNA.

Dva posledni studované mutované proteiny WT1 (p.Cys433Tyr and p.Argd67Trp)
nevykazovaly zadnou signifikantni zménu vazebné afinity oproti wild type proteinu. Ob¢ tyto
varianty byly jiz diive popsany v asociaci se syndromickym (Denys-Drashiv syndrom) i
izolovanym SRNS (Pelletier et al., 1991; Clarkson et al., 1993). Existuji dvé hlavni izoformy
proteinu WT1. Prvni znich je izoforma ,KTS minus®, ktera je transkripénim faktorem
testovanym v této praci (Ullmark et al., 2018). Druhd izoforma ,,KTS plus*“ obsahuje inzerci
lyzinu (K), threoninu (T) a serinu (S) mezi tfetim a ¢tvrtym zinkovym prstem proteinu WT1.
Tato inzerce zpusobuje flexibiln€jsi konformaci zinkovych prstd, kdy ¢tvrty zinkovy prst se
htte vaze k cilové DNA a tim je také snizena vazebna afinita oproti ,,KTS minus* izoformeé
(Ullmark et al., 2018). Pfedpoklada se, ze WT1 ,,KTS plus* interaguje s RNA vazebnymi
proteiny a ovliviiuje sestfih mRNA nebo jeji stabilitu (Ullmark et al., 2018; Bharathavikru et
al., 2017). Vzhledem k tomu, ze jsme testovali pouze WT1 ,,KTS minus® protein, nemtizeme
vyloucit, ze stejné mutace WT1 v ,,KTS plus® izoforme neptisobi epigenetickym ¢i jinym
mechanizmem, ktery jsme nasimi analyzami nemohli zachytit. DalSim moZnym vysvétlenim
muze byt interakce transkripéniho faktoru WT1 s kofaktory (napt. p53, STAT3, BASP1), které
moduluji jeho aktivitu (Ullmark et al., 2018; Toska and Roberts, 2014). Pokud by vyse uvedené
WTI varianty ovlivilovaly vazebné misto pro kofaktory (a nikoliv vazebné misto pro DNA),
mohlo by dojit ke zméné transkripcni aktivity bez odezvy v afinité k cilové DNA. Prestoze je
SRNS povaZovan za monogenni onemocnéni, mohou existovat varianty nebo polymorfismy
WTI1 kofaktord, které reguluji transkripéni aktivitu WT1 proteinu, obdobné jako tomu je u
polygennich onemocnéni, napiiklad u atypického hemolyticko - uremického syndromu

(Stolbova et al., 2020).

22



5.2.2 Lze odlisit SRNS zpusobeny mutacemi W71 od ostatnich monogennich forem?

Izolovana forma SRNS u pacientli s mutovanym W71 byla v nasi studii zjiSténa pouze
u 3/9 pacientd (33 %) a jednalo se vyhradné o divky. Podobné tomu bylo i v doposud
nejrozsahlejsi studii jedincth se SRNS zpiisobenym patogennimi variantami W71 genu (17/61
ptipadd, tedy 28 %, se prezentovalo jako izolovany SRNS a jednalo se pouze o divky) (Lipska
et al., 2014). Cast&ji maji jedinci se SRNS zptisobenym mutacemi ve W7 dalsi piidruzené
projevy, napt. nefroblastom, tumor varlat ¢i vajecnikll a poruchy pohlavniho vyvoje. Jedna se
o Denys-Drashtiv syndrom (Roca et al., 2019). Uplna absence funkéniho WT1 byla sledovana
u né¢kolika typli nefroblastomi, v nichz vzajemné dochéazelo bud’ ke zvySeni nebo snizeni
aktivity faktorti podilejicich se na raném vzniku ledvin (napf. IGF2, Wnt signalizace).
Patogenni varianty genu WTI zpusobujici nefunkénost transkripcniho faktoru by tedy
pravdépodobné mohly byt jednou ze specifickych pii¢in vzniku tohoto typu tumort u pacientt
se SRNS. Proti této hypotéze vSak hovoii existence vice nez 40 gend, jejichZ defekty mohou
byt dle literatury asociovany se vznikem nefroblastomu ¢i gonadalnich tumort (Treger et al.,
2019). Zmény funkce proteinu WT1 nebo jeho ztrata tedy nelze povazovat za jediny specificky
mechanizmus vedouci ke vzniku téchto tumort. Pokud se ale zaméfime na geny asociované se
SRNS, tak urogenitalni tumory nebyly identifikovany u Zadnych jinych monogennich pficin
SRNS a jsou vyhradné¢ asociovany s variantami v genu WTI (Bierzynska et al., 2017).
Transkripcni faktor WT1 reguluje vyvojové faktory DAX1 a SF1 uplatitujici se pfi vzniku
varlat a vajecnikt (Kim et al., 1999; Wilhelm and Englert, 2002). Vyznamna role WT1 byla
experimentalné potvrzena u transgennich mySich embryi s homozygotni patogenni variantou
v genu WTI, u nichz byla pozorovdna porucha gonadalniho vyvoje (Kreidberg et al., 1993).
Snizena transkrip¢ni aktivita WT1 tedy mize vést k porucham vyvoje varlat i vaje¢nikti skrze
regulaci faktort DAX1 a SF1. NaSe vysledky a vySe uvedené prace potvrzuji, Ze patogenni
varianty WT1 genu jsou krom¢é¢ SRNS casto asociovany i s dalSimi zdravotnimi projevy a

podtrhuji dilezitou roli WT1 ve vyvoji urogenitalni soustavy.

Zbyli tfi pacienti méli kromé SRNS jesté postizeni dalSich tkdni (mimo ledviny),
konkrétné¢ dva pacienti méli sten6zu plicni tepny a zbyvajici jedinec mél rozsté€p skrota
s hypospadii. Sten6za plicnice je u pacientli s WTI nefropatii unikatnim nélezem. B&hem
vyvoje srdce dochéazi k vycestovani bunck epikardu do myokardu a k jejich pfeméné na
kardiovaskularni progenitorové buniky, které jsou schopny se diferencovat v buiiky hladkého
svalstva korondrni stény, endotelidlni buiiky, perivaskularni a srde¢ni intersticialni fibroblasty

nebo kardiomyocyty (Martinez-Estrada et al., 2010; Thiery et al., 2009). Snail faktor, ktery
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aktivuje proces piemény epitelidlni tkdné v tkan mezenchymalni, je regulovan transkripénim
faktorem WTI1 (Martinez-Estrada et al., 2010). Mnozstvi snail faktoru je v epikardialnich
bunkach s vyfazenym WTI snizeno (Martinez-Estrada et al., 2010). Dalsi studie ukazala, ze
WT1 spole¢né s korepresorem BASP1 brani spusténi opacného procesu (pfeména
mezenchymalni tkdné ve tkan epitelidlni — proces typicky pro vyvoj ledvin) inhibici aktivatoru
WNT4 v epikardialnich buiikach (Essafi et al., 2011; Costantini and Kopan, 2010). Na zakladé
téchto studii se da fici, ze patogenni varianty ve W71 mohou v urcité fazi embryonalniho vyvoje
zpusobit vrozené srde¢ni vady kviili snizenému poctu kardiovaskularnich progenitorovych
bun¢k. Tteti pacient, u kterého byla diagnostikovana hypospadie a rozstép skrota, zemiel 2
tydny po manifestaci onemocnéni ve véku pouhych 3 tydnii. Lze spekulovat, zda se nejednalo
o dalsi ptipad Denys-Drashova syndromu, nebot’ nefroblastom (dilezity znak tohoto syndromu)
se muze vyvinout 1 mésice po manifestaci SRNS (Roca et al., 2019). Pti porovndni SRNS
asociovan¢ho s mutacemi ve WTI s ostatnimi monogennimi pfi¢inami SRNS jsme nenasli
statisticky vyznamny rozdil v mife proteinurie, vyskytu otokt ¢i hypertenze v dobé manifestace
onemocnéni. Hypertenze se naproti tomu vyskytovala Castéji u pacientll s patogennimi
variantami W71 genu v porovnani s ostatnimi pacienty se SRNS zplsobenym jinymi geny ve
studii autord Lipska et al. (39 % vs. 15,5 %, p < 0,001) (Lipska et al., 2014). Nas odlisny
vysledek muize byt disledkem znacné mensi skupiny pacientti s W7/ variantami a omezenim

na studium variant v exonech 8 a 9 (Lipska et al. vySetfovali vSechny exony a introny WTT).

5.2.3 Zaveéry studie 2

Funk¢ni studie ukazala, ze patogenni varianty v exonech 8 a 9 transkripcniho faktoru
WT1 maji variabilni vliv na vazebnou afinitu k cilové DNA doméné EGRI1. Zaroven jsme
zjistili, Ze zvySena 1 sniZend vazebnd afinita vede ke zvySené expresi cilového genu ACTNI,
tedy Ze smér zmény nemusi pifimo korelovat se zménou exprese cilovych genti.. Vazebna
analyza je tak sice zajimavym poznatkem z oblasti bazalniho vyzkumu, efekt variant W71 na
zménu bunééné funkce bude vSak nutné testovat pokrocilejSimi masivnimi paralelnimi
metodami jako je napf. analyza transkriptomu pomoci sekvenace RNA. Pacienti s WTI
variantami se dle nasi studie neli$i v zakladnich klinickych znacich oproti jinym monogennim
projevy. Kombinace vysledkli experimentalni, klinické Casti a poznatki z literatury znaci, Ze
WT1 mé komplexni vliv na urogenitalni vyvoj a pro pochopeni mechanizmu patogeneze vzniku
onemocnéni je tieba pokracovat ve vyzkumu, ktery by pomohl odhalit signalni drahy ovlivnéné

mutantnimi formami WT1 proteinu.
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5.3 Lze odlisit SRNS a SSNS pomoci priznaku prii manifestaci onemocnéni?

Piivodnim cilem bylo analyzovat rozdily v transkriptomu podocytii kultivovanych se séry
nov¢ manifestovanych pacienti se SRNS a SSNS, ale z divodu neoc¢ekavan¢ malého poctu
vzorkli déti se SRNS nebylo mozné tento projekt vcas dokoncit. Proto jsme se rozhodli
otestovat vybrana dostupnd klinickd data sesbirana z nasi historické kohorty pacienti. Mira
proteinurie, pfitomnost otokl ani vyskyt hypertenze se mezi pacienty se SRNS a SSNS nelisil.
Vyskyt hypertenze se mezi pacienty se SRNS a SSNS statisticky vyznamné nelisil ani
v americké studii porovnavajici klinické rozdily téchto dvou skupin (1/7 SSNS x 6/9 SRNS, p
= 0,06) (Shatat et al., 2007). Z dal$ich studii vyplyva, Ze nejsilnéjSim rizikovym faktorem pro
vyskyt hypertenze u jedinct s nefrotickym syndromem je pozitivni rodinna anamnéza (73 — 88
% SSNS pacientt s historii hypertenze v rodin¢) (Keshri et al., 2018; Kontchou et al., 2009).
Hypertenzi tak nelze pokladat za specificky znak nefrotického syndromu a nema smysl ho
zvazovat jako prediktivni faktor terapeutické odpovédi na glukokortikoidy. Problematika
vyskytu otokll a miry nefrotické proteinurie u pacientii se SRNS a SSNS a ptipadné rozdily
mezi nimi nejsou v literatufe diskutovany. Limitaci nasi studie je nedostupnost porovnavanych
znakli u ¢asti pacientli, predevS§im kvili nejednotnému sbéru dat a absenci zaznami u
nejstarSich pacientii. Prvni zafazeni pacienti maji ¢asto netplna a jiz nedohledatelna klinicka ¢i

laboratorni data, coz sniZuje vyznam statistickych analyz.
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6. Zavér

Kombinaci klasického sekvenovani a nasledné cileného NGS panelu genti jsme objasnili
genetickou pricinu u 4/10 Ceskych a slovenskych déti se SRNS, jejichz vzorky byly sbirany po
dobu 18 let. Zvoleny dvoukrokovy vysetiovaci postup je Casové i finanéné efektivnéjsi nez
pouziti pouze jedné z metod. Podil geneticky potvrzenych ptipadi SRNS kleséd s rostoucim
vékem pii manifestaci onemocnéni a pomérné (nebo vyhradni) zastoupeni nejmladsich déti
v konkrétni studii miize vyznamné ovlivnit nejen procento pozitivnich nalezl ale také pomérné
zastoupeni jednotlivych kauzdlnich genti. Piekvapivym vysledkem byl ndlez v jinych
evropskych studiich raritni NUP93, ktery byl tfetim nejcastéji mutovanym genem a ukazuje na
moznost efektu zakladatele. Genetické vySetfeni pomaha mimo jiné predurcit prognézu
onemocnéni a zatim vyjime¢né l1ze na jeho zéklad€ indikovat cilenou 1é€bu. Z dostupnych dat
se nam nepodafilo nalézt vhodny prediktor, ktery by odlisil genetickou a negenetickou formu

SRNS jiz pti manifestaci onemocnéni.

V nasi originalni funkéni studii jsme pozorovali vyznamné zmény v afinit€¢ mutantnich
forem WT1 k cilové DNA. Vazebna afinita vSak nekorelovala se zménou exprese v cilovém
genu. Vazebna analyza je tedy zajimavym poznatkem z oblasti bazalniho vyzkumu, efekt
variant WT'1 na zménu bunécné funkce bude vSak nutné testovat komplexnéji (v porovnani se
zjistovanim exprese jednoho ¢i nékolika vybranych cilovych gentl), napt. pokrocilejSimi
masivnimi paralelnimi metodami jako je analyza transkriptomu pomoci sekvenace RNA. Nase
vysledky nas tak sméruji k novému cili, kterym je objasnéni patogeneze SRNS u pacientii
s WTI variantami pomoci zkoumani jejich vlivu na zmény exprese celych funkénich signalnich
drah. U pacientli s WT'1 variantami sice nebyl odhalen rozdilny klinicky nebo laboratorni
ukazatel oproti jinym genetickym pfi¢inam SRNS, avSak pfidruZené urogenitalni a extrarenalni

projevy tyto pacienty odliSuje a d€la z nich velmi zajimavé kandidaty navazujiciho vyzkumu.

Nepodatilo se nam nalézt klinicky ¢i laboratorni ukazatel, ktery by jiz pfi manifestaci
onemocnéni predpoveédel odpoved’ na terapii glukokortikoidy. Odhaleni takového ukazatele by
pomohlo volit efektivnéjsi 1écbu v podob€ imunosupresiv ,,druhé volby* a naopak uSetfit
vyznamnou ¢ast pacientli zavaznych nezadoucich uc¢inki terapie glukokortikoidy. Cili dal§iho
vyzkumu jsou odhaleni molekularni podstaty onemocnéni, které by otevielo dvete k cilené
individualizované 1€cbé §ité pacientovi na miru. Jen tak lze dosahnout zlepSeni prognozy a

kvality Zivota téchto déti.
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7. Souhrn

Molekularn€¢ genetické vySetfeni jedinci se SRNS nam pomohlo odhalit prevalenci
genetického SRNS u ceskych a slovenskych déti. Z vysledk vyplyva, Ze prvnim krokem
genetické analyzy pfi¢in SRNS u ¢eskych a slovenskych déti by mélo byt klasické sekvenovani
nejcastéji mutovanych gentt NPHS2, WT1 a NUP9Y93. Druhym krokem je pak NGS cileny na
vSechny ostatni geny asociované se SRNS. Analyza vyzaduje expertni tym se zkuSenostmi
v genetice SRNS. Bohuzel u 6/10 pacientt zistava piicina SRNS nezndma. Kromé véku nelze
z béznych klinickych a laboratornich parametr zatim urcit, kdo bude mit geneticky nalez a

tedy horsi prognézu onemocnéni.

Analyza vazebné afinity mutovanych forem WT1 k cilové DNA doméné¢ EGR1 ukazala, ze
zmény neasociuji se zménou exprese cilového genu. Masivni paralelni sekvenacni a dalsi
metody budou tieba k in vitro analyze funkénich zmén podocytl s indukovanymi genovymi
variantami nalezenymi u jedincti se SRNS. Pacienti se SRNS zpiisobenym patogennimi
variantami W71 genu maji krom& SRNS casto i dal$i zdravotni projevy a dokazuji tak vyznam

WTT pro vyvoj vicero organovych systémi.

V soucasné dobé neni k dispozici ukazatel, ktery by u déti s NS pfedpoveédél odpoveéd’ na terapii
glukokortikoidy a uSetfil by tak vyznamnou c¢ast z nich nezadoucich ucinki této 1é¢by. Pro
zlepSeni péce, progndzy a kvality zivota déti s NS je tfeba dalsi vyzkum cilit pravé na odhaleni
Casnych prediktorti rezistence ke glukokortikoidim a na objasnéni molekularni podstaty

onemocnéni. To mlZe pooteviit dvere k vyvoji nové specifické 1écby §ité pacientovi na miru.
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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,
WTI 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 W71 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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