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ABSTRAKT

Kli¢ova slova: nefroticky syndrom, FSGS, MCD, podocin, NPHS2, polymorfismy
VEGF

Nefroticky syndrom (NS), zplGsobeny nemoci minimalnich zmén glomerula (MCD)
nebo fokalni segmentdlni glomerulosklerozou (FSGS), ma asi ve 20% ptipadd
geneticky podklad zpsobeny mutacemi v genu NPHS2 kédujicim protein podocin,
ktery hraje dtlezitou roli ve filtracni bariéte ledvin. Cilem této prace bylo zavedeni
mutacni analyzy genu NPHS2 a vySetfeni souboru pacientli s NS. Bylo vySetieno 71
pacienti s FSGS/MCD a na zaklad¢ vysledkd byly testovany 2 Casté polymorfismy v
NPHS2 (p.R229Q a p.P20L) i v souboru pacientl s dal§imi glomerulonefritidami (GN):
IgA nefropatie (IGAN) (n=169), membranozni GN (MGN) (n=46), a v kontrolni
skupiné (n=300). Dale byly vySetfeny 2 polymorfismy nachazejici se v promotoru genu
vaskularniho endotelového rustového faktoru (VEGF) (-2578 A/C a -1154 A/G) a
ovliviyjici hladinu jeho exprese. VEGF je produkovan specializovanymi ledvinovymi
bunkami, tzv. podocyty a ma funkci v tvorbé cév a fenestraci kapilar. VySetiovany
soubor obsahoval 56 pacientd s FSGS/MCD, 113 s IGAN, 44 s MGN a 311 kontrol. U
pacienti s FSGS/MCD vzniklym v dospélosti nebyla nalezena mutace v NPHS2. Byla
nalezena 1 homozygotni mutace p.V290M u pacientky s FSGS vzniklou ve 3 letech a
dale nepopsand heterozygotni varianta v nekonzervované oblasti genu NPHS2 p.G97S s
nejasnym vyznamem u pacienta s FSGS od détstvi. U 1 pacientky byla nalezena
kombinace polymorfismil. Frekvence polymorfismu p.R229Q byla u pacientt i kontrol
kolem 10%. Ani u jednoho z polymorfismii VEGF jsme nepotvrdili signifikantni vliv
na progresi onemocnéni. Byl naznafen negativni efekt CC genotypu -2578 C/A
polymorfismu na klinicky pribéh MCD/FSGS.



ABSTRACT

Keywords: nephrotic syndrome, FSGS, MCD, podocin, NPHS2, VEGF polymorphisms

Nephrotic syndrome (NS), caused by minimal change disease (MCD) and focal
segmental glomerulosclerosis (FSGS) has about 20% of the genetic background caused
by mutations in the NPHS2 gene encoding protein podocin that plays an important role
in the kidney filtration barrier. The aim of this work is to introduce mutation analysis
of the NPHS2 gene and to examine the sample of Czech patients with NS. We
examined 71 patients with FSGS/MCD and subsequently, on the basis of these data we
tested two common polymorphisms in NPHS2 (p.R229Q and p.P20L) in the group of
patients with different glomerulonephritides (GN): IgA nephropathy (IGAN) (n = 169),
membranous GN (MGN) (n = 46) and control group (n = 300). We also examined two
polymorphisms located in the promoter of vascular endothelial growth factor (VEGF) (-
2578 A/C, -1154 AJG) and influencing the level of its expression. VEGF is produced by
specialized kidney cells called podocytes and has a function in the formation of blood
vessels and capillary fenestration. The sample included 56 patients (pts) with
FSGS/MCD, 113 pts with IGAN, 44 pts with MGN and 311 controls. No mutation in
NPHS2 gene was found in patients with FSGS/MCD arising in adulthood. We detected
one homozygous mutation p.VV290M in patient with FSGS which occurred in the third
year of life and a previously undescribed heterozygous variant p.G97S in non-
conserved region of the NPHS2 gene with an unclear significance in patient with FSGS
since childhood. In one patient the combination of polymorphisms was found. The
frequency of p.R229Q polymorphism in patients and controls has been around 10%.
Regarding polymorphisms of VEGF, no significant impact on disease progression was
confirmed. We suggested slightly negative effect of the CC genotype -2578 C/A
polymorphism on the clinical course of MCD/FSGS.



1.0VOD

Chronicka nefropatie, nebo-li vleklé onemocnéni ledvin, je obecny termin popisujici
nemoci ledvin, které¢ se projevuji snizenou funkci ledvin, nalezem bilkoviny &i krve
vV moéi, zménou mnozstvi mo¢i a v neposledni fadé zanétem ledvin vedoucim
k postupnému zhorSovani ledvinnych funkei, které vede az K nezvratnému selhani
ledvin snutnosti nahrady funkce. Zjistovani pii¢in téchto obtizi je dulezité pro
pochopeni patogeneze jednotlivych onemocnéni a moznost G¢inné terapeuticky vstoupit
do stavajicich d&ju se snahou selhani ledvin oddalit ¢i odvratit. V poslednich letech
stoupd zajem o studium genetického podkladu jednotlivych onemocnéni a vlivu
urcitych polymorfismii ve sledovanych genech na onemocnéni ledvin.

1.1. Ledviny a filtrace krve

K filtraci krve a vzniku primarni mo¢i dochazi v ledvinovych glomerulech, z nichz je
odvadéna proximalnim tubulem do distdlnich Casti nefronu. Glomerulus je tvofen
klubickem vlasecnic, které je obklopeno Bowmanovym pouzdrem. Filtra¢ni bariéra je
tvofena 3 vrstvami. Jsou to: fenestrované endotelium kapilar, glomeruldrni bazalni
membrana (GBM) a viscerdlni epitelidlni buiiky tzv. podocyty, mezi nimiz se
¢esky preklad neexistuje). Endotelové buriky maji v casnych stadiich vyvoje glomerulu
kuboidalni tvar a nejsou fenestrované (1). Béhem vyvoje kapilar dochazi nejprve
k tvorbé prekrytych otvorl, ty se postupné pieméni na otvory velikosti 60-80nm
postradajici membranu (2). Zjisténi, Ze podocytarni buiiky, které k endotelovym
bunkam kapilar ptiléhaji z druhé strany GBM, produkuji vysokou hladinu vaskularniho
endotelového rastového faktoru (VEGF) vedl k hypotéze, ze by VEGF mohl ovliviiovat
fenestraci endotelu (3). VEGF ptedstavuje rodinu ristovych faktord, které hraji roli
v signélnich drahach zapojenych v migraci, proliferaci ¢i permeabilité bunék (4).
Utastni se signalnich drah aktivovanych jak ve vaskulogenezi, tak v angiogenezi (5).
Aktivaénim faktorem tvorby cév je hypoxie (6). Produkce VEGF zadina
v podocytarnich butikach pred fenestraci endotelia kapilar a je udrzovana cely Zzivot.
VEGEF receptory jsou v glomerulech umistény pravé v endotelovych buiikach kapilar, a
tak mohou podocyty regulovanou produkci VEGF ovliviiovat filtracni vlastnosti
fenestrovanych kapilar. Ztrata produkce VEGF béhem vyvoje vede ke zuzeni
glomerularniho endotelia a ztraté fenestrace. Naopak zvySena exprese zpisobuje kolaps
kapilarnich kli¢ek. VEGF hraje roli i v regeneraci poSkozenych kapilar, ktera je zasadni
Vv 1écbe glomerulonefritid (GN). Dalsi slozkou filtracni bariéry ledvin je glomeruldarni
bazdlni membrdna tvorena vlaknitou siti fibrilarnich proteinti (pfevazné kolagen IV)



spolu s negativné nabitymi proteoglykany (7). Svrchni vrstvu filtraéni bariéry
glomerulu tvoii specializované endotelové buniky zvané podocyty, hrajici dalezitou roli
v udrzovani funk¢ni a neporusené filtracni bariéry. Podocyty syntetizuji vétSinu slozek
GBM (8). Strukturné maji podocyty objemné télo vystupujici do prostoru Bowmanova
pouzdra a dlouhé, prolinajici se, rozvétvené vybézky (pedicely, ,,foot processes), které
pokryvaji cely povrch kapilar. Vybézky podocyti jsou vyztuZeny aktinovymi filamenty
a dokazou tak dynamicky — zménou svého tvaru — regulovat miru filtrace. Mezi
pedicelami podocytl se rozprostira tenka proteinovd membrana, tzv. ,.slit diaphragm™
(SD)(9). Hlavni soucasti této membrany je protein nefrin (10), 11), 12), 13). Postupné
doslo k objeveni dal$ich proteint, jez tvoii ,.slit diaphragm®, a zacaly se objasnovat i
jejich funkce a vzajemné interakce. Ukazalo se tedy, Zze SD je vlastn€ slozity komplex
adheznich a signalnich molekul, které hraji roli nejen jako mechanické sito, ale také

jako receptory a piena$ece signalii vedoucich do podocyt.

1.2. Podocin

Jednim z proteint tvoficich ,,slit diaphragm® je i protein zvany podocin. Je kddovan na
dlouhém raménku 1. chromozomu (1g25-31) a je tvofen 8 exony. Zadina se exprimovat
v podocytech kolem 12. tydne vyvoje plodu a je zde exprimovan po cely Zivot. Tvofi
homooligomerni komplexy, obsahujici ptiblizné 20-50 molekul a vazici se k proteinim
nefrinu, Nephl, CD2AP a TRPC6 (14), 15), 16). Proteiny nefrin, podocin a Neph1 tvoii
komplex, ktery funguje jako transmembranovy receptor, ktery hraje roli ve strukturni
dynamice pedicel. Nékteré mutace podocinu pak mohou zptisobovat poruchy piipojeni
komplexu nefrin-Nephl k lipidovym mistkiim, a dochazi tak k naruseni signalizaénich
drah vedoucich do pocytu a poruse filtra¢ni funkce podocytt (17). Protein CD2AP
kotvi nefrin a podocin k aktinovému cytoskeletu (18), slouzi kudrzeni struktury

podocytu ukotvenim mezibunéénych spoju k jeho cytoskleteu (18).

1.3. Nefroticky syndrom

Nefroticky syndrom (NS)je jednim z nejéastéjSich ptiznakovych souborti objevujicich
se v nefrologii. Je charakterizovan nefrotickou proteinurii (PU), hypercholesterolémii,
hypoalbuminémii a ptitomnosti otokl. Patofyziologicky dochéazi vlivem poskozeni
podocyti k poskozeni GBM, které vede k proteinurii (bez pfitomnosti leukocytd a
erytrocyti v mo¢i). Nizka hladina bilkovin v krvi zptisobi snizeni onkotického tlaku
plasmy, coz vede ke snizeni cirkulujiciho objemu a aktivaci regulacnich systéma —
hlavné renin-angiotensin-aldosteronového systému (RAAS), vedouci k retenci sodiku a

naslednému vzniku otoki (,,underfill theory*). Podle novéjsi teorie vznikaji otoky jako



nasledek poskozeni GBM pii NS, pfi kterém dojde k priniku proteolytickych enzymu
nebo jejich prekurzort do intersticia a aktivaci epitelialniho sodikového kanalu (ENaC),
v disledku ¢ehoz dochéazi kretenci sodiku a nasledné ke vzniku otokl (,overfill
theory*) (20).

Casto se u pacientd s nefrotickym syndromem objevuji zavazné komplikace, jako jsou
zvySena srazlivost krve, imunodeficience, hyperlipidemie. Nefroticky syndrom se
vyskytuje u riznych typi glomerulonefritid (GN). Z primarnich GN (onemocnéni
postihujici pouze ledviny) se nejéastéji nachazi u pacientdi s minimalnimi zménami
glomeruld (MCD), s fokalni segmentalni glomerulosklerézou (FSGS) a membranozni
glomerulonefritidou (MGN). U sekundarnich glomerulonefritid (vznikaji jako soucast
systémového onemocnéni) jsou to nejcastéji diabetickd nefropatie, amyloidoza ledvin a
lupusova nefritida (21). V poslednich letech byla potvrzena stoupajici incidence FSGS
napii¢ etniky (22), coZ je i v souladu s daty z Geského registru renalnich biopsii. Priibéh
NS se muize vyrazné li§it u jednotlivych pacienti. Dle odpovédi na terapii
kortikosteroidy délime NS na steroid-sensitivni (SSNS) a steroid-rezistentni (SRNS).
SRNS je popsan asi u 10% détskych a 50% dospélych pacientl s idiopatickym NS,
histologicky je u téchto pacientti ve vét§iné piipadu zjisténa bud’ FSGS nebo MCD.
Pacienti se selhanim ledvin jsou vétSinou indikovani K zatazeni do transplantaéniho
programu. Piipady s SRNS patii pravdépodobné mezi geneticky podminéné formy NS,
dochazi u nich méné casto k ndvratu proteinurie po transplantaci. Zatim bylo
identifikovano 7 genidi podocytarnich proteini, jejichz mutace vedou ke vzniku NS (tab
&.1).

Gen Lokalizace | Protein Dédi¢nost | VEk nastupu Reference

NPHS1 19qg13.1 Nefrin AR Prenatalné (23)

NPHS2 | 1g25-31 | Podocin AR Détstvi a7z casnd | (24)
dospélost

ACTN4 | 19q13 ad-aktinin AD Deétstvi a7 casnd | (25)
dospélost

TRPC6 | 112122 | TRPCG AD Détstvi a7 Casnd | (26)
dospélost

CD2AP | 6p12 CD2AP AD Détstvi a7 Casnd | (27)
dospélost

PLCEL | 10923-24 EZSf°l‘paza AR Casné détstvi (28)

IFN2 | 14932 Formin AD Adolescence a7 | (29)
Casnd dospélost

Tab.¢. 1 — geny, jejichz mutace zpusobuji nefroticky syndrom. AR — autozomalné recesivni
dédiénost, AD — autozomalné dominantni dédi¢nost. Pfevzato z (29).

Vroce 2011 byly popsany 3 nové geny, na kterych byly zachyceny mutace u
jednotlivych pacientdl. Jedna se o Racl (actin regulatory protein) (30), MYOL1E
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(membrane-associated class | myosin) (32) a PTPRO (protein tyrosine phosphatase
receptor type O) (33).

1.4. Minimalni zmény glomerultl

NS s MCD (minimal change disease) je onemocnénim jak détského, tak dospélého
veku. Jedna se o podocytopatii, kdy je histologicky nalez ve svételné mikroskopii v
glomerulech normalni, ale v elektronovém mikroskopu je patrné zietelné splyvani
pedicel podocyti ,.foot proces effacement”, ¢imz dochazi k poruse glomerularni
permselektivity. Toto onemocnéni ma relativné dobrou klinickou odpovéd’ na terapii
glukokortikosteroidy. Klinicky vétsinou zaind rychlym rozvojem NS, nékdy s
rozvojem renalni insuficience (spiSe u dospélych).

1.5. Fokalni segmentalni glomeruloskler6za

FSGS je souhrnnou diagnézou popisujici Casteéné (segmental) poSkozeni nékterych
(focal) glomeruld, které se klinicky projevuje NS. O FSGS nemiizeme uvazovat jako o
jednotné nemoci, jedna se spiSe o popisnou diagndzu poskozeni glomerult, ktera se ale
vzniku FSGS se li8i i jeji projevy, priubéh a reakce na 1écbu. Etiologicky FSGS muze
vzniknout pii glomerularni hyperfiltraci ¢i hypertrofii, pfi pfimém poskozeni glomerulu
V ramci virové infekce nebo poskozenim 1é¢ivy/drogami a v neposledni fadé existuji i
familiarni formy FSGS zptisobené mutacemi v genech kodujicich podocytarni proteiny.
Prevalence FSGS stoupé a stdva se nyni nejcastéjsi pfi¢inou nefrotického syndromu u
dospélych pacienti (34). FSGS velmi $patné odpovida na terapii kortikosteroidy a ¢asto
progreduje Vv renalni selhani. Po$kozeni podocyti se projevuje mizenim pedicel,
hypertrofii podocyti a formaci pseudocyst. Uvolnéni podocyti od GBM a jejich
apoptoza vedou k redukei jejich poctu a tim ke ztraté mechanické podpory kapilarniho
klubi¢ka. Kapilarni klicky bez podpory mohou propoustét filtrat spise do intersticia nez

do Bowmanova prostoru a nakonec kolabuji s trombdzou a hyalindzou.

1.6. Vaskularni endotelovy rustovy faktor

Vaskularni endotelovy rtstovy faktor (VEGF) je dtlezitym signalizatnim proteinem
zapojenym ve vaskulogenesi a angiogenesi. Role VEGF pii poSkozeni ledvin byla
studovana v riznych experimentalnich modelech a klinickych studiich a neni jesté zcela
jasna. Produkce VEGF ma vliv na fenestraci endotelii v pribéhu vyvoje ledvin (3),
Vv dospélych ledvinach potom stimuluje riist kapilarnich endotelii a proliferaci. Nekteré



vyzkumy ukazuji, ze zvySeni produkce VEGF v glomerulech by mohla byt spojena
nebo mohla byt ptimo pfi¢inou renalni dysfunkce. U pacientl s diabetickou nefropatii
vede ziejmé zvySena produkce VEGF ke glomerularni hypertrofii a hyperfiltraci (jako
odpovéd’ na snizené mnozstvi funkéich nefrontl). Divody zvySené produkce VEGF
zatim nejsou znamé (35). Existuji strategie inhibovat nebo podporovat tvorbu VEGF,
které mély slibné vysledky u riznych zvifecich modelii renalniho poskozeni. U lidi se
zaCinaji pouzivat pfipravky s inhibi¢nim efektem na VEGF (anti-VEGF protilatky,
které se navazi na VEGF receptor — napfiklad bevacizumab). Zatim se pouzivaji
V terapii metastatickych tumort plic, tlustého stieva a kone¢niku, prsu a ledviny (36).
Gen VEGF je lokalizovan na kratkém raménku 6. chromozomu (6p21.3) (37), sklada se
z 8 exond, které maji alternativni sesttih a tvoii rodinu proteint (38). Produkce VEGF
je indukovéana hypoxii, ale i dalSimi faktory (estrogeny, jinymi rtstovymi faktory,
cytokiny)(39). Tento gen je vysoce polymorfni, zvlast' oblast promotoru genu (5'-3"
nepiepisovand oblast) (40). Polymorfismy maji vliv na hladiny serového VEGF (41).
Jejich asociace byla prokazana u nékterych onemocnéni, jako je akutni rendlni rejekce
allotransplantatu (42) , diabeticka retinopatie (43), preeclampsie (44). K vySetfovani u
naSich pacienti jsme vybrali polymorfismus na pozici -2578 (A/C) a -1154 (A/G)
VEGF promotoru. V piedchozich studiich byl prokazan jejich vliv na hladinu sérového
VEGF (40), 42). Navic byly tyto polymorfismy vybrany pro své alelové frekvence a
koeficienty vazebné nerovnovahy.

2. CILE PRACE

Cilem projektu bylo zavedeni mutaéni analyzy NPHS2 genu a snaha pokusit se tak
prispét k objasnéni genetického podkladu nejéastgjsich dédiénych forem NS v Ceské
republice u dospélych pacientd. Dal§im cilem bylo stanoveni/vylouceni vlivu nékterych
polymorfismii gent NPHS2 a VEGF, uplatiujicich se v patogenezi NS na prabéh
vybranych glomerulonefritid (FSGS/MCD , MGN, IGAN).

3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Pacienti

Vsichni vysetfeni pacienti méli histologicky potvrzenou diagnézu (stanovenou ze vzorku
rendlni biopsie), dali pisemny poudeny souhlas s vySetfenim DNA, byl odebran vzorek krve a
z perifernich lymfocytl byla vyizolovana DNA. DNA testovanych osob byla pak ulozena v DNA
bance na Ustavu biologie a I¢kaiské genetiky. V nasem souboru se jedna o pacienty s biopsii
provedenou v letech 2004-2008 na Nefrologické klinice VFN a 1.LF UK.

Pro vysetfovani genu NPHS2 byla celkem ziskana DNA od 71 pacientd s FSGS/MCD
(pramémy vék v dobé& renalni biopsie 42,2416 let). Primémy vék Vv dob&é nastupu NS byl
33,2+18,6 let. U 10 pacienti byly prvni projevy NS zachyceny jiz v détstvi (3-17 let). U 4
pacientl byla zjisténa pozitivni rodinna anamnéza. Pacienti byli rozdéleni dle klinické odpovédi na
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kortikosteroidy. Kortikorezistentni pacient byl ten, u kterého do 6 mésicti pfi podavani 1mg/kg
télesné hmotnosti prednisonu nedoslo k vyznamnému poklesu PU. 34 pacientli bylo na
kortikosteroidy resistentnich, u 37 pacienti byla zjisténa remise onemocnéni pii terapii
kortikosteroidy. Dale bylo vySetfeno 169 pacientl s diagnézou IgA nefropatie (IGAN), jejich
pramérny v&k byl 452+14,8 let. Pacienti sIGAN byly rozdéleni do 2 skupin: 1. pacienti
s normalni rendlni funkci (63 pacientll) a 2. skupina s negativnim pribéhem onemocnéni (106
pacientl, u kterych se béhem 4 let sledovani zdvojnasobil sérovy kreatinin a/nebo doslo k selhani
renalnich funkci). Dale bylo vySetfeno 46 pacienti S MGN, primérny veék byl 56,8+13,9 let.
Kontrolni soubor byl tvoten 300 dobrovolniky (150 muzi, 150 Zen, primérny vék 64,5+17,5 let),
ktefi byli nahodné vybrani z darct krve. U vSech byl ptitomen normalni mocovy nalez (bez PU).
Do souboru pacient, u kterych bylo provedeno vySetfeni polymorfismi genu VEGF, bylo
zafazeno 213 pacientt s biopticky verifikovanou chronickou GN (126 muzi, 87 Zen, vék v dobé
diagnoézy 46,7+17,1 let.). Jednalo se o 56 pacienti s MCD/FSGS (primérny veék 45,7+20,5), 44
pacient s MGN (pramérny vék 56,8+13,9) a 113 pacientd s IGAN (pramémy vek 43,2+14,8).
Doba sledovani byla v praméru 2 roky (23,9428,7 mésicii). Kontrolni skupina byla tvofena 311
pacienty (153 muzd, 158 Zen, praimérny vék 44,6+9,2 let).

3.2. Metody

3.2.1. Izolace genomové DNA

Izolace genomové DNA byla provadéna zpocatku vysolovaci metodou, poté na lince QIAcube
(Qiagen) pomoci kitu QIAamp DNA mini kit, a to z lymfocyti ziskanych ze vzorki periferni krve.
3.2.2. Mutaéni analyza NPHS2 genu

Analyza genu NPHS2 byla provadéna metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) vsech exont
s naslednou pfimou sekvenaci a u nekterych pacienti metodou high resolution melting (HRM).
Vysetfeni polymorfismu p.R229Q v kontrolni populaci bylo provedeno restrikéni analyzou
s naslednou sekvenaci a pozdé&ji metodou high resolution melting a pfimou sekvenaci. Sekvence
primert S anelaénimi teplotami (at) pouzivanymi pii PCR jsou uvedeny dale. Exon 1 (F: GCA
GCG ACT CCA CAG GGA CT, R: TCC ACC TTA TCT GAC GCC CC, at 62°C), Exon 2 (F:
AGT CAG TGA ATA CAG TGA AG, R: GGC CTC AGG AAA TTA CCT A, at 56°C), Exon 3
(F: TTC TGG GAG TGA TTT GAA AG, R: TGA AGA AAT TGG CAA GTC AG, at 56°C),
Exon 4 (F: AAG GTG AAA CCC AAA CAG C, R: CGG TAG GTA GAC CAT GGA AA, at
56°C), Exon 5 (F: CAT AGG AAA GGA GCC CAA GA, R: TTT CAG CAT ATT GGC CAT
TA, at 56°C), Exon 6 (F: GGG TTT AGG CAT GCT CTC CT, R: TTT TCC TTT ATC ATA
CAG TTC TTG C, at 55°C), Exon 7 (F: CTA AAT CAT GGC TGC ACA CC, R: CTT CCT AAA
GGG CAG TCT GG, at 62°C), Exon 8 (F: GGT GAA GCC TTC AGG GAA TG, R: TTC TAT
GGC AGG CCC CTT TA, at 56°C).

3.23.PCR

Reakéni smés pro piipravu PCR reakce se skladala z Sul Taq pufru, 1,2 pl Taq polymerazy a 4pl
25 mM MgCl, (v§e firma Fermentas) spolu s 36 pl vody (Braun Medical), 1ul dNTP (Bio-Rad
Laboratories) a 1ul primert (2x1pul) (GENERI BIOTECH). V useku 1 bylo navic do reakéni smési
pfidano Spl dimethylsulfoxidu (DMSO) na ukor vody. Do smési byl ptfidan 1ul DNA. PCR
amplifikace probihala na pfistroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pii pouziti programu:
denaturace: 95°C / 4 min; amplifikace: 35 cyklu: 95°C / 30 sec, anelaéni teplota / 1 min, 72°C / 1
min; zavérecna extenze: 72°C / 7 min. Kontrolni elektroforéza produkti amplifikace byla
provadéna na 2,0 % agarézovém gelu za pouziti bromfenolové modfi a pii konstantnim napéti
150V. Produkty PCR byly detekovany na UV transluminatoru (LKB 2011 MacroVue
Transilluminator).

3.2.4. Metoda high resolution melting

Metoda high resolution melting (HRM) umoziuje odhalit genetické variace v dvouvlaknovych
usecich DNA. Je zalozena na porovnavani kiivek teplot tani DNA tsekli a mizeme diky ni
v sekvenci identifikovat i jednonukleotidovou zaménu v homozygotnim a heterozygotnim stavu.
Metoda probiha v pfistroji pro real-time PCR. Nejdfive dochazi k namnozeni pozadovaného tiseku
DNA (PCR) v pfitomnosti interkala¢ni barvy. Diky této barvé je po kazdém PCR cyklu méfena
koncentrace DNA. Poté jsou vzorky ohfaty na teplotu, kdy dochazi k tani dvojfetézcii na
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jednotetézcové useky, nacez jsou rychle zchlazeny, tim pak dochazi k parovani fetézci, které jsou
nejblize u sebe a mohou tak vzniknout heteroduplexy. Dale pokracuje faze pomalého ohfivani
vzorki, kdy je konstantné méfena fluorescencni aktivita ve vzorcich diky interkalaéni barvé.
V této fazi dochazi k tani duplexti, z jejichz vygenerovanych kfivek teplot tani jsme schopni
rozlisit genetické variace ve vzorcich. Poté jsou vzorky ochlazeny na teplotu kolem 40°C a mohou
byt vyjmuty z pfistroje. Analyza HRM byla provadéna na pfistroji LightCycler 480 (Roche
Diagnostics) s vyuzitim kitu LightCycler 480 HRM Master (Roche Diagnostics). Reakéni smés se
skladala z 2,31ul vody, 5,6ul master mixu, 1 pIMgCl, (v8e bylo souéasti dodaného kitu) spolu
5§ 0,045ul po kazdém primeru s koncentraci S0pmol/pul. U Gsekd 1 a 3 byla reakéni smés navic
doplnéna o 0,45ul DMSO (MP Biomedicals) na ukor vody, ktery napomaha vétsi specifité reakce.
Reakce probihala v celkovém objemu 10ul (9ul reakéni smési + 1ul genomové DNA o
koncentraci 10pg/ul). K pipetovani bylo ¢asto pouzito automatické pipetovaci linky epMotion®
5075 (Eppendorf). Zakladni program HRM metody véetné amplifikaéni faze nasleduje. Aktivace
polymerazy: 95°C/2min, Amplifikace 1 (10x): teplota 95°C/0,30min, 60°C/0,30min, 72°C/1min,
Amplifikace 2 (50x): 95°C/0,30min, 55°C/0,30min, 72°C/Imin, Finalni elongace: 72°C/7min,
HRM: 95°C 10min, 40°C/1min, 60— 98 (0,02°C/sec), Chlazeni: 40°C/0,10min.

3.2.5. Sekvenace

Sekvenaéni reakce byla provadéna na pfistroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pfi programu:
denaturace 96°C / 3 min; nasledovana 25 cykly 96°C / 20 sec, 50°C / 10 sec, 60°C / 4 min;
zaverecna extenze 60°C / 1 min. Reakce byla provadéna v objemu 5 pl (4,7ul reakéni smési, 0,3ul
produktu zPCR ¢ HRM analyzy). Reakéni smés byla pfipravovana z 2plkitu BigDye®
Terminator v1.1 (Applied Biosystems), 2,15ul vody (Braun Medical), 0,25u1 DMSO (MP
Biomedicals) a 0,3ul primeru (o koncentraci 10 pmol/ul). Po sekvenacni reakci bylo vzdy
provedeno ¢isténi produktu. Podle pouzitého sekvenaéniho stroje se lisilo i pouzité ¢isténi. Pt
sekvenaci na stroji ABI Prism™ 310 (Applied Biosystems) bylo pouZito tzv. ethanolové &isténi.
Pii ném se do 5 pl produktu ze sekvenacni reakce piidalo 20ul 60% ethanolu. Zkumavky se poté
nechaly stat 15 minut pfi laboratorni teploté, ¢i 10 minut v mrazicim boxu. Poté se nechaly
centrifugovat 20 minut pii 13 543g. Ihned po skonceni centrifugace se neusazeny produkt
odstiiknul. Déle se piidalo 60ul 70% ethanolu a stoCilo 10 minut pfi 13 543g. Opét se ze
zkumavek odstiiknul neusazeny produkt a zkumavky se nechaly oteviené 1 minutu susit pii 90°C.
Nakonec bylo pfidano 30 pl formamidu a zkumavky pak byly dany na 5 minut do 95°C, aby doslo
k denaturaci produktu. Po skon¢eni denaturace se zkumavky rychle ptemistily na chladici stojanek
a az do sekvenacni anylyzy udrzovaly v mrazicim boxu.

Pozdgji byl zakoupen novy sekvenaéni stroj Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems). Pro néj
bylo nutné pouzivat mirné¢ odlisné ¢isténi pro ziskani optimalnich vysledki. K 5Sul produktu se
pfidalo 13pl cerstvé pfipravené smeési 96% ethanolu s octanem sodnym (ethanoat sodny) a
vyslednd smeés se nechala odstat 10 az 15 minut pfi laboratorni teploté. Smés se dala stocit 30
minut pfi 13 543g do centrifugy. Neusazeny zbytek se odstiiknul a bylo ptidano 60ul 70%
ethanolu, opét se nechalo centrifugovat 10 minut pfi 13 543g a neusazeny obsah zkumavky se
odstfiknul. Posledni krok byl zopakovéan jesté jednou a nasledné se zkumavky nechaly oteviené
vysusit 10 minut pti 40°C. Po dikladném vysuseni bylo do zkumavek ptidano 30pul formamidu a
nechaly se 5 minut pfi 95°C pro denaturaci DNA. Ihned po denaturaci byly pieneseny do
chladiciho stojanku a uchovéavéany do sekvenace v mrazicim boxu. Sekvenace byla provadéna
nejdiive na sekvendtoru ABI Prism™ 310 (Applied Biosystems), poté na sekvenatoruGenetic
Analyzer 3130 (Applied Biosystems) metodou Dye-terminator sequencing.

3.2.6. Analyza polymorfismi p.R229Q (c.686G>A) a p.P20L (c.59C>T) NPHS2 genu
Restrikéni analyza zamény ¢.686G>A (p.R229Q) v 5. exonu genu NPHS2 byla provedena pomoci
restrikéni  endonukleazy BSU151 (Clal, AT/CGAT, BioLabs). Nejdfive byla provedena
polymerdzova fetézova reakce exonu 5. Déle nasledovala restrikce, pficemz reakéni smeés
obsahovala: 11ul vody (Braun Medical), 1,5ul pufru a 0,8ul endonukleazy (BioLabs). Tato smés
byla inkubovana 3 hodiny pfi 37°C a poté byla obarvena bromfenolovou modii a nanesena na 2%
agarozovy gel, kde doSlo pfi 150V napéti k rozdéleni rozstépenych usekil. V piitomnosti
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polymorfismu doslo ke ztraté restrikéniho mista. Produkty byly poté detekovany na UV
transluminatoru (LKB 2011 MacroVue Transilluminator).

Vyskyt polymorfismu P20L v 1. exonu genu NPHS2 byl u pacientil zjistovan pomoci metody high
resolution melting a v nékterych pfipadech ovéfovan naslednou p¥imou sekvenaci.

3.2.7. Mutaéni analyza polymorfismii -2578 (C/A) a -1154 (G/A) v genu VEGF

Analyza byla provedena metodou PCR s primery (Forward (5¢-3°) / Reverse (5°-3%)) a anelaénimi
teplotami uvedenymi dale. VEGF -2578 A/C: F: CAT GAT CCC AAG CTG AAA GGC ATG, R:
GAT GCT CCT GCT CTG ATC C, anelacni teplota 56°C. VEGF -1154 A/G: F: TTT CCC AGC
ATG TGT GTT GT, R: ATT TTT GTT TGT TCT CCA CCG A, anelacni teplota 58°C. VEGF -
2578 (C/A): Reakéni smés pro piipravu PCR reakce se skladala opét z Sul Taq pufru,1,2ul Taq
polymerazy a 4ul 25 mM MgCl, (v8e firma Fermentas) spolu s 36ul vody (Braun Medical), 1pl
dNTP (Bio-Rad Laboratories) a 1ul primery (2x1pl) (GENERI BIOTECH). Do smési ptidan 1pl
DNA. PCR amplifikace probihala na pfistroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pii pouziti
programu: denaturace: 95°C / 4 min; amplifikace: 35 cyklai: 95°C / 30 sec, 56 °C / 1 min, 72°C / 1
min; zavére¢na extenze:72°C / 7 min. Kontrolni elektroforéza produkti amplifikace byla
provedena na 2,0 % agarézovém gelu za pouziti bromfenolové modii a pfi konstantnim napéti
150V. Produkty PCR byly detekovany na UV transluminatoru (LKB 2011 MacroVue
Transilluminator). Inzerce 18 bazi na pozici -2549 je asociovana s ptitomnosti A alely. Kratsi
alela (bez inzerce) je asociovana s piitomnosti C alely.

VEGF -1154 (G/A): Reak¢ni smés pro piipravu PCR reakce se skladala z 2,5ul Taq pufru, 0,5ul
Taq polymerazy a 1,5ul 25 mM MgCl, (vSe firma Fermentas) spolu s 16ul vody (Braun Medical),
0,5ul dNTP (Bio-Rad Laboratories) , 1ul primerd (2x1ul) (GENERI BIOTECH) a 1,6ul
dimethylsulfoxidu. Do smési pfidano 0,51 DNA. PCR amplifikace probihala na piistroji
MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pfi pouziti programu: denaturace: 94°C / 4 min; amplifikace: 32
cykla: 94°C / 0,45 s, 58°C / 45 s, 72°C / 45 s; zavérecna extenze: 72°C / 7 min. Kontrolni
elektroforéza produktd amplifikace byla provedena na 2,0 % agarézovém gelu za pouziti
bromfenolové modii a pii konstantnim napéti 150V. Produkty PCR byly detekovany na UV
transluminatoru (LKB 2011 MacroVue Transilluminator). Poté probéhla sekvenaéni reakce opét
na pfistroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pfi programu: denaturace 96°C / 3 min; nasledovana
25 cykly 96°C / 20 sec, 50°C / 10sec, 60°C / 4 min; zavére¢na extenze 60°C / 1 min. Reakce byla
provadéna v objemu 4,8ul (4,3 pul reakéni smési, 0,5 ul produktu z PCR ¢i HRM analyzy). Reakéni
smeés byla pfipravovana z 2 pl kitu BigDye® Terminator v1.1 (Applied Biosystems), 1,7 pl vody
(Braun Medical), 0,3 pl DMSO (MP Biomedicals) a 0,3 pl primeru (o koncentraci 10pmol/ul).
Cisténi produktu v tomto piipadé bylo provadéno metodou ,.etanolového Gisténi“ viz vyse.

3.3. Statistika

Pro kazdy polymorfismus byly vypocitany alelové frekvence z genotypu. Hardy-Weinbergova
rovnovaha byla testovana v kontrolni skupiné Pearsonovym %2 testem. K porovnani distribuce
genotyptl mezi riznymi GN navzijem a mezi GN a kontrolni skupinou byl pouzit y2-test. Vék
renalniho selhani se zietelem k riiznym genotypim byl porovan analyzou rozptylu (ANOVA test).
Byla provedena vicecetnd porovnani s pouzitim Bonferroniho korekce. Pro porovnani 2 skupin
V podtypech a testovani zmén Vv pribéhu doby sledovani byl pouzit parovy t-test. Logaritmicka
transformace dat byla pouzita v situacich negaussovského rozlozeni hodnot. Hodnota P < 0.05
byla povazovana za statisticky signifikantni.

4.VYSLEDKY

4.1. Mutacni analyza NPHS2 genu

Z pacientd s FSGS/MCD byla jednoznaéné patogenni mutace nalezena pouze u jedné
pacientky. Jedna se o homozygotni NPHS2 mutaci c.G868A (p.V290M) v 7. exonu,
ktera zpisobuje zaménu konzervativni aminokyseliny valinu (GTG) za metionin (ATG)
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Vv cytoplazmatické oblasti podocinu. Tato mutace byla jiZz popséana jako p¥i¢ina FSGS,
ale v heterozygotnim stavu (45). Klinicky se onemocnéni projevilo u pacientky ve 3
letech. Po imunosupresivni terapii doslo jen k parcialni a docasné odpovédi na terapii.
Pacientka (nyni 24 letd) ¢eka na transplantaci ledviny.

Dale byla nalezena nova, jest¢ nepopsana zaména c.G291A (p.G97S) ve 2. exonu
vedouci k substituci glycinu (GGC) za serin (AGC). Tato zaména byla nalezena
Vv heterozygotni forme u pacienta se SRNS. Stejna zdména nebyla nalezena u zadného z
300 kontrolnich vzorki. Substituce hydrofobniho glycinu za hydrofilni serin se oviem
nenachazi v konzervované oblasti genu, nebot’ byla po porovnani s dal§imi savci
nalezena i u divokého prasete. Na zaklad¢ téchto zjisténi predpokladame, Ze se nejedna
o kauzalni mutaci. Mutaci na druhé alele nebo v dalSich genech (pozdéji vySetfovanych
TRPC6 a ACTN4) jsme u tohoto pacienta nenasli. K rozvoji NS doslo u pacienta v 9
letech, biopticky byla prokdziana FSGS. Dlouhodobé 1é¢eni imunosupresi bylo
netspésné s Cetnymi infekénimi komplikacemi. Ve 25 letech doslo k renalnimu selhani
a pacient zah4jil hemodialyza¢ni terapii. U dalsi pacientky s nastupem nefrotického
syndromu ve 33 letech byly nalezeny 2 polymorfismy v trans-heterozygotnim stavu (na
ruznych alelach) p.P20L (exon 1) a p.R229Q (exon 5). U pacientky byla pfitomna
¢aste¢na odpovéd’ na lécbu kortikosteroidy. Ve 45 letech pacientka trpi pokrocilou
rendlni insuficienci. Ob¢ jeji déti zdédily pouze alelu s p.R229Q zaménou a neni u nich
pfitomna proteinurie. Lze spekulovat, Ze pfitomnost 2 funkénich polymorfismi na
ruznych alelach by mohla mit vliv na rozvoj SRNS u této pacientky.

4.2. Analyza polymorfismi p.P20L (c.59C>T) a p.R229Q (c.686G>A) NPHS2 genu

Pti analyze NPHS2 genu u pacienti s FSGS/MCD byly nalezeny 2 polymorfismy, které
byly nasledné vysetieny i u vSech ostatnich pacienti (IGAN, MGN, kontroly) —
polymorfismus p.R229Q a polymorfsimus p.P20L. pP20L polymorfismus byl nalezen u
3 pacientll se SRNS (8,8%). Dale byl identifikovan u 3 pacientll s IGAN s negativnim
prubéhem onemocnéni (2,8%). U IGAN pacientl se stabilni renalni funkci pfitomen
nebyl. U MGN pacientti p.P20L polymorfismus nebyl nalezen. V kontrolnim souboru
byl nalezen u 3 pacienti (1%). Nejcast&jsi p.R229Q polymorfismus byl
V heterozygotnim stavu nalezen u 6 pacienti (8,4%) s FSGS, u 4 pacienti se SRNS a u
2 SSNS pacienti. U pacientit s IGAN byl vyskyt obdobny, 13,6%. Mirné vyssi vyskyt
polymorfismu byl u IGAN pacientl s negativni prognézou nez u pacientl se stabilni
renalni funkei (16 % versus 9,5%). p.R229Q polymorfismus byl identifikovan u 2
pacientt s MGN (4,3%). V kontrolnim souboru byl popsan ovsem u 10%

vysetfovanych.
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4.3. Analyza polymorfismti VEGF

Polymofismy VEGF -2578 (C/A) a -1154 (G/A) jsme vySetiili u 213 pacienti
s chronickou GN. Polymorfismus -2578 VEGF (C/A) byl nalezen s vyssi prevalenci
genotypu CC u pacientlt s MCD/FSGS v porovnani s ostatnimi. U polymorfismu -1154
VEGF C/G jsme prokézali rovnomérnou distribuci G a A alel v nasi vySetfované
skupiné. Korelace mezi -2578 (C/A) polymorfismem VEGF a klinicko-laboratornimi
nalezy na pocatku sledovani ukazala u pacientd s MCD/FSGS signifikantni rozdil mezi
glomerularni filtraci u pacienti s alelou CC vicéi AA a AC alelam (recesivni model) ve
prospéch A alely (CC alela: 1,24+0,64 ml/s versus AA a AC alela: 1,7+1,1 ml/s, P <
0.05). Pro polymorfismus -1154 VEGF byl nalezen hrani¢ni rozdil mezi GG
homozygoty versus alely AA a AG (recesivni model) v hladiné sérového kreatininu
v dobé diagndzy (GG alela: 150+170,5 ml/s versus CC a CG alela: 102,4+46,8 pmol/l,
P = 0,07) a analogickd korelace mezi -1154 G/A polymorfismu VEGF a klinicko-
laboratornim nalezem u pacientd s MCD/FSGS. Ostatni data (arteridlni hypertenze,
proteinurie, sérovy albumin, GFR a Sérovy kreatinin na konci sledovani) nebyla

signifikantné rozdilna.
5. DISKUSE

5.1. Mutace v genu NPHS2

Homozygotni zdména p.V290M lezici v 7. exonu genu NPHS2, ktera jiz byla
Vv literatufe popsana v pozici trans S jinou missence mutaci (p.R196P) u pacientky
s FSGS (46) byla nalezena u nasi pacientky se SRNS od détstvi. Dale, nepopsana
varianta ne zcela jasného vyznamu p.G97S nachdazejici se v heterozygotnim stavu
v nekonzervované oblasti genu NPHS2, byla nalezena také u pacienta se SRNS opét
vzniklym v détstvi. U pacientd s nastupem NS v dospélosti jsme nenasli zadnou
kauzalni mutaci v genu NPHS. Proto ptedpokladame, Ze mutace v genu NPHS2 nejsou
Castou pii¢inou FSGS/MCD s nastupem NS v dospélosti. Nase vysledky jsou v souladu
s vysledky italské studie, kterd prokazala pouze 3 heterozygotni NPHS2 mutace (v 1
alele) ve skupiné 64 dospélych pacientll se SRNS (47). Kanadska studie z roku 2007
nalezla heterozygotni mutaci v NPHS2 genu pouze u 1 z 87 dospélych pacienti (48).
Naopak 4 heterozygotni mutace v kombinaci s nalezem polymorfismu p.R229Q byly
nalezeny u 47 pacientd s FSGS vzniklym v dospélosti ve $panélské studii (49). V této
studii byla doba vzniku NS a progrese renalnich funkci smérem k rendlnimu selhani
delsi a pomalejsi u pacientii s kombinaci polymorfismu p.R229Q a jest¢ jednou
patogenetickou mutaci NPHS2 neZ u pacientl s 2 patogenetickymi NPHS2 mutacemi.
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Podle studie z roku 2009 u 40 pacienti se SRNS a nalezenou pouze jednou mutaci
v NPHS2 genu (33 pacientil), ev. v NPHS1 genu (7 pacientll) maji tito pacienti stejnou
prognézu a procento pozitivnich odpovédi na imunosupresivni 1é¢bu jako pacienti bez
mutaci v té&chto genech (47). Lze Fici, ze NS zptisobeny mutacemi v genu NPHS2 se
nejcastéji projevuje v détsvi (od narozeni do 6 let). Mutace v NPHS2 genu jsou
zodpovédné asi za 20-30% sporadickych forem SRNS (46), 50). Obecné jsou pacienti
s mutacemi v genu NPHS2 kortikorezistentni a i odpovéd’ na dalsi imunosupresi je
velmi $patna. Mutacni analyza NPHS2 genu by proto meéla byt provadéna u vSech
détskych pacienti se SRNS. Pokud bude nalezena homozygotni nebo heterozygotni
mutace na obou alelach, méla by byt dobfe zvazeno dalsi pokracovani imunosupresivni
terapie.

5.2. Rekurence FSGS ve §tépu po transplantaci ledviny

Piiblizné u 30% pacienti s FSGS dojde po tranpslantaci ledviny k rekurenci
onemocnéni ve §tépu (51). Zda se, Ze pacienti s 2 patogennimi mutacemi NPHS2 maji
velmi nizké riziko rekurence onemocnéni. Heterozygotni varianty ziejmé hraji roli
V pozd€jsim nastupu onemocnéni, snad i mirnéj§imu prubéhu, ale Castéjsi rekurenci
onemocnéni ve $tépu (52), 53). Znové retrospektivni studie zroku 2013 u 93
transplantovanych pacientd vyplyva, Ze rekurence ve skupiné 66 pacientd
S ,,idiopatickou” FSGS (bez prokdzané mutace) je 42%, ve skupiné 18 pacientd
s genetickou/familiarni formou FSGS (prokazana mutace ¢i pozitivni rodinna anamnéza
u ptibuzného 1. stupn€) a u 10 pacientti se sekundarni FSGS (pfetizeni ledviny, po
traumatu, pusobeni 1é¢iv) k rekurenci onemocnéni nedoslo (54). S vyjimkou pacientt
s kongenitalnim nefrotickym syndromem zpusobenym mutacemi v genu NPHS1, kdy
dochazi k vytvorfeni anti-nefrinovych protilatek (55), u pacientt s FSGS s genetickym
podkladem (2 homozygotni mutace) po transplantaci ledviny prakticky nedochazi
k rekurenci, jak bylo pospano vyse. (56). Protilatky proti podocinu se po transplantaci
nevyskytuji, protoze podocin nema extracelularni doménu. Niz§i rekurence FSGS
zaznamenana ve starSich studiich by mohla souviset s pfedpokladem, ze urcita Cast
pacientil, diive zafazena do skupiny ,,idiopatické”“ FSGS ma ve skutecnosti n&jakou
formu genetické FSGS (57). Rozvijejici se moznosti diagnostiky, DNA testovani a také
stale se rozsifujici portfolio vySetfovanych gentt mohou v budoucnu objasnit vztah mezi
etiologii FSGS a rizikem rekurence tohoto onemocnéni po transplantaci ledviny. Pro
na§ soubor pacientll bude jisté velmi zajimavy vyvoj klinického stavu pacientky
s mutaci V290M po transplantaci ledviny.
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5.3. Polymorfismy v NPHS2 genu: p.R229Q, p.P20L

Polymorfismus p.R229Q je necastéj$im polymorfismem v NPHS2 genu u Evropand.
Tato zdména zptisobuje slabsi vazbu nefrinu na podocin. V roce 2004 byla publikovana
studie MONICA na 1577 jedincich, kde byla nalezena asociace p.R229Q alely
polymorfismu s mikroalbuminurii (58). V pozd&jsi studii byla vSak tato asociace
vylougena (59). V nasi skuping pacient byl tento polymorfismus identifikovan celkové
u 8,4% pacienttl s FSGS, u 11,8% se SRNS a u 10% pacientd z kontrolniho souboru (v
1 pfipadé byl nalezen tento polymorfismus v homozygotnim stavu), coz je relativné
vysoké ¢islo, jehoz vyznam neni zcela jasny. Muze se v nasi populaci jednat jiz o starou
zéménu. Zda se, Ze piitomnost heterozygotni formy p.R229Q samotné nedokaze
vyvolat FSGS, ale je mozZné, Ze usnadiiuje vznik onemocnéni v kombinaci s dalsi
heterozygotni mutaci NPHS2. Pfi relativné vysoké frekvenci polymorfismu v kontrolni
populaci by ovSem musel byt velmi casty nalez homozygotni formy p.R229Q u
pacientii s FSGS, pokud bychom piepokladali jeji patogeneticky vliv, coZ se ovSem
Vv zadné studii nepotvrdilo (60).

Polymorfismus p.P20L nachazejici se v genu NPHS2 v 1. exonu byl nalezen jak
v naSem souboru, tak i ve studiich v nizké incidenci (0-1%) (52), 61). Zaména se
nachazi v nekonzervované oblasti genu. Nase vysledky naznauji vys$si vyskyt u
pacientii se SRNS oproti kontrolam, ov§em bez statistické vyznamnosti.

5.4. Vaskularni endotelovy rtstovy faktor

U skupiny pacienti s FSGS/MCD, IGAN a MGN byly vySetieny 2 polymorfismy
v promotoru genu pro VEGF. Byl zjiStovan vztah mezi jednotlivymi alelami a
klinickymi udaji. Vybér glomerulonefritid byl proveden s ohledem na rizny typ vzniku
chorob. U MCD/FSGS a MGN je histologicky nizkd aktivita zanétlivych a
proliferativnich zmén a nefrotickd proteinurie. Naproti tomu je IGAN choroba
s charakteristickym nalezem vyraznych zanétlivych a proliferativnich zmén v renalni
biopsii a klinicky s nefritickym syndromem (kombinace proteinurie a erytrocyturie).
Nalezli jsme vyssi frekvenci -2578 CC genotypu ve skupiné pacienti MCD/FSGS
(42,9%) v porovnani s pacienty s MGN (22,7%) a IGAN (26,5%). Navic u pacientil
S MCD/FSGS byla u pacientd s A alelou (genotyp AA a AC) v porovnani s CC
homozygoty zjisténa vyssi glomerularni filtrace v dob& diagnézy. Tyto nalezy ukazuji
na negativni efekt CC genotypu -2578 C/A polymorfismu v promotou genu VEGF na
klinicky pribéh MCD/FSGS, protoze GFR v dobé diagnoézy je dulezitym
prognostickym faktorem MCD/FSGS. Nenasli jsme ovSem zadny dal$i vliv obou
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VEGF polymorfismii na dalsi sledované parametry (proteinurie, hladina albuminu,
hladina sérového kreatininu).

V ¢inské studii u 195 pacienti byl popsan vliv CC genotypu na pozici -2578 VEGF
promotoru na progresi IGAN (62). V nasem vzorku toto potvrzeno nebylo. Ve studii,
ktera byla provedena jiz diive v na$i laboratofi u 283 pacientd s autosomalné
dominantni polycystickou chorobou ledvin (ADPKD) jsme pozorovali, Ze AA genotyp
-2578 C/A polymorfismu byl asociovan s lepsi progndézou onemocnéni uréité skupiny
pacientli, ovS§em obecné nebyl nalezen vliv jednotlivych VEFG polymorfismii na
pacientt s ADPKD (63).

Nase znalosti o vlivu VEGF na rozvoj a progresi renalnich onemocnéni jsou ov§em
stale omezené. Nekteré studie zdlraziuji asociaci urcitych VEGF polymorfismi
srozvojem primarnich glomerulonefritid (64), s poskozenim glomerularnich funkei
(65)a s progresi renalni nedostate¢nosti k rendlnimu selhani (66). Jiné studie ovsem
spiSe zdlraziuji vliv VEGF na reparaci kapilar glomerulii u proliferativnich GN (67).
Vlivy zménéné exprese polymorfismi VEGF jsou nyni zkoumany v mnoha oborech

mediciny.

6.ZAVERY

Cilem projektu bylo zavedeni mutaéni analyzy NPHS2 genu, ktera by se tak mohla stat
soucasti rutinni diagnostiky. Mutace a polymorfismy, které jsme nalezli, byly jiz diive
popsané v literatuie. U pacientii se vznikem FSGS/MCD v dospélém véku jsme nenasli
zadnou kauzalni mutaci v genu NPHS2. Piepokladdme tedy, Ze tyto mutace nejsou
Castou pfi¢inou FSGS/MCD v nasi populaci, coz je v souladu se studiemi z posledni
doby. Vysetieni jsou provadéna s urcitym klinickym cilem. Obecné se zda, Ze pacienti
s mutacemi v genu NPHS2 jsou vétSinou kortikorezistentni a i odpovéd’ na dalsi
imunosupresi je velmi S$patnd. Mutac¢ni analyza NPHS2 genu by proto méla byt
provadéna u vSech détskych pacientti se SRNS. Pokud bude nalezena homozygotni
nebo heterozygotni mutace na obou alelaich, mélo by byt zvazeno ukonéeni
imunosupresivni terapie. VySetieni by méla byt provadéna i u pacienti pied
transplantaci  ledviny. Mnozstvi genetickych forem FSGS oproti diive
diagnostikovanym idiopatickym formam onemocnéni bude jist¢ déle nardstat s nasi
detailnéjsi znalosti moznych genetickych pric¢in (mutace v dalSich genech souvisejicich
s funkci podocyttl). Jiz nyni se v nasi laboratofi bézné vysetiuji také geny ACTN4,
TRPC6, zavadi se mutacni analyza IFN2 a dalsi budou jist¢ nasledovat. Vyznam

polymorfismu p.R229Q neni zcela jasny. Pivodni asociace s mikroalbuminurii nebyla
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potvrzena. Obecné je v evropské populaci piitomen u 3-4%. U naSich pacientt byl
ovsem nalezen ve vySSim procentu (8-11%) a piekvapivé také u 10% pacienti
z kontrolniho souboru. Relativné vysoka frekvence v kontrolnim souboru spise
naznacuje, ze se nejednd o vyznamnou zaménu. Zda se, ze pfitomnost p.R229Q
polymorfismu spiSe usnadiiuje vznik postizeni v kombinaci s dal$i heterozygotni mutaci
NPHS2. Polymorfismus p.P20L se objevuje méné Casto (0-1%). V na$i praci jsme
nalezli polymorfismus p.P20L v heterozygotnim stavu u 8,8% pacienti se SRNS.
Vzhledem k malému poétu pacientl vysledky nemaji statistickou vyznamnost.

Co se tyCe vlivu polymorfismi -1154 A/G a -2578 A/C v promotoru genu VEGF,
nenalezli jsme VvnaSem souboru pacientll signifikantni souvislost s progresi
FSGS/MCD, MGN ani IGAN. Byl pouze naznacen negativni efekt CC genotypu -2578
C/A polymorfismu VEGF na klinicky prabéh FSGS/MCD. Vlivy ruznych VEGF

polymorfismi jsou zkoumany napfic¢ prakticky vSemi obory mediciny a pfinaseji zatim
spiSe rozporuplné vysledky.

7. POUZITA LITERATURA

1) Ichimura K, Stan RV, Kurihara H, Sakai T: Glomerular endothelial cells form diaphragm dutiny development and pathologic
conditions. J Am Soc Nephrol, 2008, 19(8): 1463-1471.

2)  Bearer EL, Orci L: Endothelial fenestral diaphragm: a quick-freeze, deep-etch study. J Cell Biol, 1985, 100(2): 418-428.

3)  Breier G, Albrecht U, Sterrer S, Risku W: Expression of vascular endothelial growth factor during embryonic angiogenesis
and endothelial cell differentiation. Development, 1992, 114(2): 521-532.

4)  Olsson AK, Dimberg A, Kreuger J, Claesson-Welsh L: VEGF receptor signalling: in control of vascular function. Nat Rev
Mol Cell Biol, 2006, 7(5): 359-371.

5)  Kitamoto Y, Tokunaga H, Miyamoto K, Tomita K: VEGF is an essential molecule for glomerular structuring. Nephrol Dial
Transplant, 2002, 17(9): 25-27.

6)  Shweiki D, Itin A, Soffer D, Keshet E: Vascular endothelial growth factor induced by hypoxia may mediate hypoxia-initiated
angiogenesis. Nature, 1992, 359: 843-845.

7)  Kanwar YS, Farquhar MG: Presence of heparan sulfate in the glomerular basement membrane. Proc Nati Acad Sci USA,
1979, 76(3): 1303-1307.

8)  Pavenstidt H, Kriz W, Kretzler M: Cell biology of the glomerular podocyte. Physiol Rev, 2003, 83(1): 253-307.

9) Rodewald R, Karnovsky MJ: Porous substructure of the glomerular slit diaphragm in the rat and mouse. J Cell Biol, 1974,
60(2): 423-433.

10) Holzman LB, St John PL, Kovari IA, Verma R, Holthofer H, Abrahamson DR: Nephrin localizes to the slit pore of the
glomerular epithelial cell. Kidney Int, 1999, 56(4): 1481-1491.

11) Ruotsalainen V, Ljungberg P, Wartiovaara J, Lenkkeri U, Kestili M, Jalanko H, Holmberg C, Tryggvason K: Nephrin is
specifically located at the slit diaphragm of glomerular podocytes. Proc Nati Acad Sci USA, 1999, 96(14): 7962-7967.

12) Holthofer H, Ahola H, Solin ML, Wang S, Palmen T, Luimula P, Miettinen A, Kerjaschki D: Nephrin localizes at the
podocyte filtration slit area and is characteristically spliced in the human kidney. Am J Pathol, 1999, 155(5): 1681-1687.

13) Tryggvason K: Unraveling the mechanisms of glomerular ultrafiltration: nephrin, a keycomponent of the slit diaphragm. J
Am Soc Nephrol, 1999, 10(11): 2440-2445.

14) Pollak MR, Alexander MP, Henderson JM: A case of familial kidney disease. Clin J Am Soc Nephrol, 2007, 2(6): 1367—
1374.

15) Sellin L, Huber TB, Gerke P, Quack I, Pavenstidt H, Walz G: NEPH1 defines a novel family of podocin interacting proteins.
FASEB J, 2003. 17(1): 115-117.

16) Reiser J, Polu KR, Méller CC, Kenlan P, Altintas MM, Wei C, Faul C, Herbert S, Villegas I, Avila-Casado C, McGee M,
Sugimoto H, Brown D, Kalluri R, Mundel P, Smith PL, Clapham DE, Pollak MR: TRPC6 is a glomerular slit diaphragm-
associated channel required for normal renal function. Nat Genet, 2005, 37(7): 739-744.

17) Garg P, Verma R, Nihalani D, Johnstone DB, Holzman LB: Nephl cooperates with nephrin to transduce a signal that induces
actin polymerization. Mol Cell Biol, 2007, 27(4): 8698-8712.

18) sShih NY, Li J, Karpitskii V, Nguyen A, Dustin ML, Kanagawa O, Miner JH, Shaw AS: Congenital nephrotic syndrome in
mice lacking CD2-associated protein. Science, 1999, 286: 312-315.

19) shih NY, LiJ, Cotran R, Mundel P, Miner JH, Shaw A: CD2AP localizes to the slit diaphragm and binds to nephrin via a
novel C-terminal domain. Am J Pathol, 2001, 159(6): 2303-2308.

19



20)

21)
22)

23)

24)

25)

26)

27)

28)

29)

30)
31)

32)

33)

34)
35)
36)
37)
38)
39)
40)
41)
42)

43)

44)

45)

46)

47)

Siddall EJ, Radhakrishnan J: The pathophysiology of edema formation in the nephrotic syndrome. Kidney Int, 2012, 82(6):
635-642.

Rysava R, Tesat V, Merta M: Nefroticky syndrom. Intermi medicina pro praxi, 2005, 3: 131 - 134.

Haas M, Meehan SM, Karrison TG, Spargo BH: Changing etiologies of unexplained adult nephrotic syndrome: a comparison
of renal biopsy findings from 1976-1979 and 1995-1997. Am J Kidney Dis, 1997, 30(5): 621-631.

Kestild M, Lenkkeri U, Minnikkdé M, Lamerdin J, McCready P, Putaala H, Ruotsalainen V, Morita T, Nissinen M, Herva R,
Kashtan CE, Peltonen L, Holmberg C, Olsen A, Tryggvason K: Positionally cloned gene for a novel glomerular protein
nephrin is mutated in congenital nephrotic syndrome. Mol Cell, 1998, 1(4): 575-582.

Boute N, Gribouval O, Roselli S, Benessy F, Lee H, Fuchshuber A, Dahan K, Gubler MC, Niaudet P, Antignac C: NPHS2,
encoding the glomerular protein podocin, is mutated in autosomal recessive steroid-resistant nephrotic syndrome. Nat Genet,
2000, 24(4): 349-354.

Kaplan JM, Kim SH, North KN, Rennke H, Correia LA, Tong HQ, Mathis BJ, Rodriguez-Pérez JC, Allen PG, Beggs AH,
Pollak MR: Mutations in ACTN4, encoding a-actinin-4, cause familial focal segmental glomerulosclerosis. Nat Genet, 2000,
24: 251-256.

Winn MP, Conlon PJ, Lynn KL, Farrington MK, Creazzo T, Hawkins AF, Daskalakis N, Kwan SY, Ebersviller S, Burchette
JL, Pericak-Vance MA, Howell DN, Vance JM, Rosenberg, PB. A mutation in the TRPC6 cation channel causes familial
focal segmental glomerulosclerosis. Science, 2005, 308: 1801-1804.

Kim JM, Wu H, Green G, Winkler CA, Kopp JB, Miner JH, Unanue ER, Shaw AS: CD2-associated protein
haploinsufficiency is linked to glomerular disease susceptibility. Science, 2003, 300: 1298-1300.

Hinkes B, Wiggins RC, Gbadegesin R, Vlangos CN, Seelow D, Niirnberg G, Garg P, Verma R, Chaib H, Hoskins BE, Ashraf
S, Becker C, Hennies HC, Goyal M, Wharram BL, Schachter AD, Mudumana S, Drummond I, Kerjaschki D, Waldherr R,
Dietrich A, Ozaltin F, Bakkaloglu A, Cleper R, Basel-Vanagaite L, Pohl M, Griebel M, Tsygin AN, Soylu A, Miiller D, Sorli
CS, Bunney TD, Katan M, Liu J, Attanasio M, O'toole JF, Hasselbacher K, Mucha B, Otto EA, Airik R, Kispert A, Kelley
GG, Smrcka AV, Gudermann T, Holzman LB, Niirnberg P, Hildebrandt. Positional cloning uncovers mutations in PLCE1
responsible for a nephrotic syndrome variant that may be reversible. Nat Genet., 2006, 38(12): 1397-1405.

Brown EJ, Schléndorff JS, Becker DJ, Uscinski AL, Higgs HN, Henderson JM, Martin R: Mutations in the formin gene INF2
cause focal segmental glomerulosclerosis. Nat Genet, 2010, 42(1): 72-76.

Reiterova J, Safrankova H: Geneticky podminéné formy nefrotického syndromu. Aktuality v nefrologii, 2010, 16(3): 96-100.
Akilesh S, Suleiman H, Yu H, Stander MC, Lavin P: Arhgap24 inactivates Racl in mouse podocytes, and a mutant form is
associated with familial focal segmental glomerulosclerosis. J. Clin. Invest, 2011, 121: 4127-4137.

Mele C, latropoulos P, Donadelli R, Calabria A, Maranta R, Cassis P, Buelli S, Tomasoni S, Piras R, Krendel M, Bettoni S,
Morigi M, Delledonne M, Pecoraro C, Abbate I, Capobianchi, MR, Hildebrandt F, Otto E, Schaefer F, Macciardi F, Ozaltin
F, Emre S, Ibsirlioglu T, Benigni A, Remuzzi G, Noris M, PodoNet Consortium: MYO1E mutations and childhood familial
focal segmental glomerulosclerosis. N Engl J Med, 2011, 365: 295-306.

Ozaltin F, Ibsirlioglu T, Taskiran EZ, Baydar DE, Kaymaz F, Buyukcelik M, Kilic BD, Balat A, latropoulos P, Asan E,
Akarsu NA, Schaefer F, Yilmaz E, Bakkaloglu A, PodoNet Consortium10: Disruption of PTPRO causes childhood-onset
nephrotic syndrome. Am J Hum Genet, 2011, 89: 139-147.

Jefferson JA, Nelson PJ, Najafian B, Shankland S: Podocyte Disorders : Core Curriculum 2011. Am J Kidney Dis, 2011,
58(4): 666-677.

Schrijvers BF, Flyvbjerg A, De Vriese A: The role of vascular endothelial growth factor (VEGF) in renal pathophysiology.
Kidney Int, 2004, 65(6): 2003-2017.

Duda DG, Batchelor TT, Willett CG, Jain RK: VEGF-targeted cancer therapy strategies: current progress, hurdles and future
prospects. Trends Mol Med, 2007, 13: 223-230.

Vincenti V, Cassano C, Rochci M: Assignment of the vascular endothelial growth gene to human chromosome 6p21.3.
Circulation, 1996; 93: 1493-1495.

Tischer E, Mitchell R, Hartman T, Silva M, Gospodarowiczs D, Fiddes JC, Abraham J. The Human Gene for Vascular
Endothelial Growth Factor. J Biol Chem, 1991, 266 (18): 11947-11954.

Klagsbrun M, D'Amore PA: Vascular endothelial growth factor and its receptors. Cytokine Growth Factor Rev, 1996, 7(3):
259-270.

Brogan 1J, Khan N, Isaac K, Hutchinson JA: Novel polymorphisms in the promoter and 5"'UTR regions of the human vascular
endothelial growth factor gene. Hum Immunol, 1996; 60: 1245-1249.

Watson CJ, Webb NJ, Bottomley MJ, Brenchley PE: Identification of polymorphisms within the vascular endothelial growth
factor (VEGF) gene: correlation with variation in VEGF protein production. Cytokine, 2000, 12: 1232-1235.

Shahbazi M, Fryer AA, Pravica V, Brogan 1J, Ramsay HM, Hutchinson 1V, Harden P: Vascular endothelial growth factor
gene polymorphisms are associated with acute renal allograft rejection. J Am Soc Nephrol, 2002, 13(1): 260-264.

Awata T, Inoue K, Kurihara S, Ohkubo T, Watanabe M, Inukai K, Inoue I, Katayama S: A common polymorphism in the 5°-
untranslated region of the VEGF gene is associated with diabetic retinopathy in type 2 diabetes. Diabetes, 2002, 51(5): 1635—
1639.

Brenchley PE, Ralph SA, Summers A: VEGF polymorphisms and renal pathologies. Adv Nephrol Necker Hosp, 2002, 32:
17-23.

Levey AS, Coresh J, Greene T, Stevens LA, Zhang YL, Hendriksen S, Kusek JW, Van Lente F: Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration. Using standardized serum creatinine values in the modification of diet in renal disease study
equation for estimating glomerular filtration rate. Ann Intern Med, 2006, 145: 247-254.

Karle SM, Uetz B, Ronner V, Glaeser L, Hildebrandt F, Fuchshuber A: Novel mutations in NPHS2 detected in both familial
and sporadic steroid-resistant nephrotic syndrome. J Am Soc Nephrol, 2002, 13(2): 388-393.

Caridi G, Gigante M, Ravani P, Trivelli A, Barbano G, Scolari F, Dagnino M, Murer L, Murtas C, Edefonti A, Allegri L,
Amore Al, Coppo R, Emma F, De Palo T, Penza R, Gesualdo L, Ghiggeri GM: Clinical features and long-term outcome of
nephrotic syndrome associated with heterozygous NPHS1 and NPHS2 mutations. Clinic J Am Soc Nephrol, 2009, 4(6):
1065-1072.

20


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=2)%09Siddall%2C+EJ.%2C+Radhakrishnan%2C+J.+(2012)+The+pathophysiology+of+edema+formation+in+the+nephrotic+syndrome.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17086182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17086182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klagsbrun%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D'Amore%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klagsbrun+M%2C+D%E2%80%99Amore+PA%3A+Vascular+endo-+thelial+growth+factor+and+its+receptors.+Cyto-+kine+Growth+Factor+Rev+1996%3B+7%3A+259%E2%80%93270

48)

49)

50)

51)

52)

53)

54)
55)
56)
57)
58)
59)
60)

61)

62)

63)

64)

65)

66)

67)

He N, Zahirieh A, Mei Y, Lee B, Senthilnathan S, Wong B, Mucha B, Hildebrandt F, Cole DE, Cattran D, Pei Y: Recessive
NPHS2 (Podocin) mutations are rare in adult-onset idiopathic focal segmental glomerulosclerosis. Clin J Am Soc Nephrol,
2007, 2(1): 31-37.

Santin S, Tazon-Vega B, Silva I, Cobo MA, Giménez I, Ruiz P, Garcia-Maset R, Ballarin J, Torra R, Ars E: Clinical value of
NPHS2 analysis in early- and adult-onset steroid-resistant nephrotic syndrome. Clin J Am Soc Nephrol, 2011, 6(2): 344-354.
Hinkes B, Vlangos C, Heeringa S, Mucha B, Gbadegesin R, Liu J, Hasselbacher K, Ozaltin F, Hildebrandt F: Specific
podocin mutations correlate with age of onset in steroid-resistant nephrotic syndrome. J Am Soc Nephrol, 2008, 19(2): 365
371

Couser W: Recurrent glomerulonephritis in the renal allograft: An update of selected areas. Exp Clin Transplant, 2005,
3:283-288.

Weber S, Gribouval O, Esquivel EL, Moriniére V, Téte MJ, Legendre C, Niaudet P, Antignac C: NPHS2 mutation analysis
shows genetic heterogeneity of steroid-resistant nephrotic syndrome and low post-transplant recurrence. Kidney Int, 2004,
66(2): 571-579.

Vincenti F, Ghiggeri GM: New insights into the pathogenesis and the therapy of recurrent focal glomerulosclerosis. Am J
Transplant, 2005, 5(6): 1179-1185.

Maas R, Deegens J, van den Brand JA, Cornelissen EA, Wetzels J: A retrospective study of focal segmental
glomerulosclerosis: clinical criteria can identify patients at high risk for recurrent disease after first renal transplantation.
BMC nephrol, 2013, 14(1): 47.

Patrakka J, Ruotsalainen V, Reponen P, Qvist E, Laine J, Holmberg C, Tryggvason K, Jalanko H: Recurrence of nephrotic
syndrome in kidney grafts of patients with congenital nephrotic syndrome of the Finnish type: role of nephrin.
Transplantation, 2002, 73(3): 394-403.

Rood IM, Deegens J, Wetzels J: Genetic causes of focal segmental glomerulosclerosis: implications for clinical practice.
Nephrol Dial Transplant, 2012, 27(3), 882-890.

Yang HC, Fogo A: “Idiopathic” FSGS: an increasingly obsolete diagnosis? Nephrol Dial Transplant, 2010, 25(3): 654—656.
Pereira AC, Pereira AB, Mota GF, Cunha RS, Herkenhoff FL, Pollak MR, Mill JG, Krieger J: NPHS2 R229Q functional
variant is associated with microalbuminuria in the general population. Kidney Int, 2001, 65(3): 1026-1030.

Tonna SJ, Needham A, Polu K, Uscinski A, Appel GB, Falk RJ, Katz A, Al-Waheeb S, Kaplan BS, Jerums G, Savige J,
Harmon J, Zhang K, Curhan GC, Pollak M: NPHS2 variation in focal and segmental glomerulosclerosis. BMC nephrol, 2008,
9:13.

Tsukaguchi H, Sudhakar A, Le TC, Nguyen T, Yao J, Schwimmer JA, Schachter AD, Poch E, Abreu PF, Appel GB, Pereira
AB, Kalluri R, Pollak M: NPHS2 mutations in late-onset focal segmental glomerulosclerosis : R229Q is a common disease-
associated allele. J Clin Invest, 2002, 110(11): 1659-1666.

McKenzie LM, Hendrickson SL, Briggs WA, Dart RA, Korbet SM, Mokrzycki MH, Kimmel PL, Ahuja TS, Berns JS, Simon
EE, Smith MC, Trachtman H, Michel DM, Schelling JR, Cho M, Zhou YC, Binns-Roemer E, Kirk GD, Kopp JB, Wink C:
NPHS?2 variation in sporadic focal segmental glomerulosclerosis. J Am Soc Nephrol, 2007, 18(11): 2987-2995.

Chow KM, Szeto CC, Lai FMM, Poon P, Wong TYH, Li P: Genetic Polymorphism of Vascular Endothelial Growth Factor:
Impact on Progression of IgA Nephropathy. Ren Fail, 2006, 28(1): 15-20.

Reiterova J, Obeidova H, Lenicek M, Stekrova J, Merta M, Maixnerova D, Vitek L, Viklicky O, Tesar V: Influence of VEGF
polymorphism on progression of autosomal dominant polycystic kidney disease. Kidney Blood Press Res, 2008, 31(6): 398—
403.

Choi HJ, Cho JH, Kim JC, Seo HJ, Hyun SH, Kim GH, Choi JY, Ryu HM, Cho JH, Park SH, Kim YL, Han S, Kim CD:
Interleukin-18, transforming growth factor-B, and vascular endothelial growth factor gene polymorphisms and susceptibility
to primary glomerulonephritis. Tissue Antigens, 2010, 76(4): 289-296.

Liu E, Morimoto M, Kitajima S, Koike T, Yu Y, Shiiki H, Nagata M, Watanabe T, Fan J: Increased expression of vascular
endothelial growth factor in kidney leads to progressive impairment of glomerular functions. J Am Soc Nephrol, 2007, 18(7):
2094-2104.

Summers AM, Coupes BM, Brennan MF, Ralph SA, Short CD, Brenchley P: VEGF -460 genotype plays an important role in
progression to chronic kidney disease stage 5. Nephrol Dial Transplant, 2005, 20(11): 2427-2432.

Masuda Y, Shimizu A, Kataoka M, Arai T, Ishikawa A, Du X, Saito SK, Aki K, Nagasaka S, Mii A, Fujita E, Fukuda Y:
Inhibition of capillary repair in proliferative glomerulonephritis results in persistent glomerular inflammation with glomerular
sclerosis. Lab Invest, 2010, 90(10): 1468-1481.

21



8. SEZNAM PUBLIKACI
8.1. publikace, které jsou podkladem disertace

a) slIF

1) Safrankova H, Merta M, Reiterova J, Stekrova J, Maixnerova D, RySava R, Skibova J, Tesat V:
The influence of vascular endothelial growth factor (VEGF) polymorphism on the progression of
chronic glomerulonephritides. Folia Biol (Praha), 2011, 57(4): 145-150. (IF 1,151)

2) Reiterova J, Safrankova H, Obeidova L, Stekrova J, Maixnerova D, Merta M, Tesai V:
Mutational analysis of the NPHS2 gene in Czech patients with idiopathic nephrotic syndrome.
Folia Biol (Praha), 2012, 58(2): 64-68. (IF ? )

3) Obeidova L, Reiterova J, Lnénicka P, Safrankova H, Kohoutova M, Tesai V: TRPC6 Gene
Variants in Czech Adult Patients with Focal Segmental Glomerulosclerosis and Minimal Change
Disease. Folia Biol (Praha), 2012, 58(4): 173-176. (IF ? )

b) bez IF

4) Obeidova H, Merta M, Reiterova J, Maixnerova D, Stekrova J, Rysava R, Tesar V: Genetic
basis of nephrotic syndrome--review. Prague Med Rep, 2006, 107(1): 5-16.

5) Reiterové J, Safrankova H: Geneticky podminéné formy nefrotického syndromu. Aktuality

v nefrologii, 2010, 16(3): 96-100.

8.2. publikace bez vztahu k tématu disertace
a) slIF

6) Maixnerova D, Merta M, Reiterova J, Stekrova J, Rysava R, Obeidova H, Viklicky O, Potmésil
P, Tesar V: The influence of three endothelin-1 polymorphisms on the progression of IgA
nephropathy. Folia Biol (Praha), 2007, 53(1): 27-32. (IF 0,596)

7) Reiterova J, Merta M, Stekrova J, Maixnerova D, Obeidova H, Kebrdlova V, Viklicky O, Tesar
V: The influence of endothelin-A receptor gene polymorphism on the progression of autosomal
dominant polycystic kidney disease and IgA nephropathy. Folia Biol (Praha), 2007, 53(4): 134-
137. (IF 0,596)

8) Maixnerova D, Merta M, Reiterova J, Stekrova J, Rysava R, Viklicky O, Obeidova H, Tesar V:
The influence of two megsin polymorphisms on the progression of IgA nephropathy. Folia Biol
(Praha), 2008, 54(2): 40-45. (IF 1,14)

9) Reiterova J, Obeidova H, Lenicek M, Stekrova J, Merta M, Maixnerova D, Vitek L, Viklicky O,
Tesar V: Influence of VEGF polymorphism on progression of autosomal dominant polycystic
kidney disease. Kidney Blood Press Res, 2008, 31(6): 398-403.(IF 1,268)

b) bez IF

10) Maixnerova D, Honsova E, Merta M, Reiterova J, Rysava R, Tesar V, Obeidova H, Motan J:
Does electron microscopy change the view of the diagnosis of IgA nephropathy? Prague Med Rep,
2005, 106(3): 283-290.

11) Maixnerova D, Merta M, Reiterova J, Stekrova J, Rysava R, Obeidova H, Tesar V: The
pathogenetic aspects and gene polymorphisms of IgA nephropathy. Prague Med Rep, 2006,
107(2): 171-188.

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21978756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21978756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22578956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22980509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22980509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22980509
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16752799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16752799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17328840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17328840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17706018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17706018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18498720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19060482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19060482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16463586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17066738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17066738

