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ABSTRAKT

Klicova slova: nefroticky syndrom, FSGS, MCD, podocin, NPHS2, polymorfismy
VEGF

Nefroticky syndrom (NS), zptisobeny nemoci minimalnich zmén glomerulit (MCD)
nebo fokéalni segmentdlni glomeruloskler6zou (FSGS), mé asi ve 20% ptipadi
geneticky podklad zplsobeny mutacemi v genu NPHS2 kédujicim protein podocin,
ktery hraje dtlezitou roli ve filtracni bariéfe ledvin. Cilem této prace bylo zavedeni
mutacni analyzy genu NPHS2 a vySetteni souboru pacientii s NS. Bylo vySetfeno 71
pacienti s FSGS/MCD a na zakladé vysledkii byly testovany 2 Casté polymorfismy v
NPHS2 (p.R229Q a p.P20L) i v souboru pacientti s dal§imi glomerulonefritidami (GN):
IgA nefropatie (IGAN) (n=169), membranozni GN (MGN) (n=46), a v kontrolni
skupin€ (n=300). Dale byly vySetfeny 2 polymorfismy nachdzejici 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 pacientii s FSGS/MCD, 113 s IGAN, 44 s MGN a 311 kontrol. U
pacientit 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 nepopsana heterozygotni varianta v nekonzervované oblasti genu NPHS2 p.G97S s
nejasnym vyznamem u pacienta s FSGS od détstvi. U 1 pacientky byla nalezena
kombinace polymorfismi. Frekvence polymorfismu p.R229Q byla u pacientti 1 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 A/G) 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.



SEZNAM ZKRATEK

ACTN4 — alfa-4 aktinin
AD — autosomalné dominantni

ADPKD — autosomalné dominantni

polycysticka choroba ledvin
AKT - serin-threonin kinaza

ANGPLT4 — ,,angiopoietin — like

protein 4
AR — autosomalné recesivni

Bad — ,,Bcl-2-associated death

promoter”
CD2AP — CD2 asociovany protein
CELL — buné¢na varianta

CLC1 -, cardiotrophin-like cytokine
1“

COLL — kolabujici varianta

DMS — difuzni mesangialni skler6za

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina
ENaC - epitelialni sodikovy kanal
ESRD — rendlni selhani

FSGS — fokalni segmentalni

glomeruloskleréza

GBM - glomerularni bazalni

membrana

GFR — glomerularni filtrace

GN — glomerulonefritida

GTL — ,,glomerular tip lesion*
HRM — | high resolution melting*
IFN2 — formin

IGAN — IgA nefropatie

MCD — nemoc minimalnich zmén

MDRD -, modification of diet in

renal disease formula*

MGN — membranozni

glomerulonefritida

MYOLE - myosin 1E

NOS - ,,Not otherwise specified*
NPHS1 — gen kodujici protein nefrin

NPHS2 - gen kddujici protein

podocin

NS — nefroticky syndrom

n.s. - nesignifikantni

PAS — ,,periodic acid Shiff barveni

PCR — polymerazova fetézova reakce



PI3K — fosfatidylinositol-3-kinaza

PHB — ,,prohibitin homology*

doména

PK — proteinkinaza
PLCEL1 - Fosfolipaza Ce
PU — proteinurie

RAAS - renin-angiotensin-

aldosteronovy systém
SD — ,slit diaphragm*

SLE — systémovy lupus
erythemtodes

SSNS - steroid-sensitivni nefroticky

syndrom

SRNS — steroid-rezistentni

nefroticky syndrom
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Su-PAR - serum solubilni

urokinasovy receptor

TRPC6 — , transient receptor
potential cation channel, subfamily

C, member 6
UTR - nepfepisovana oblast genu

VEGF — vaskuléarni endotelovy

rustovy faktor

VEGFR1/2 — receptory pro

vaskuldrni endotelovy ristovy faktor

VLDL - lipoproteiny o velmi nizké

hustoté

WT1 — gen Wilmsova tumoru



1. UVOD

Chronické nefropatie, neboli vleklé onemocnéni ledvin, je obecny termin popisujici
nemoci ledvin, které se projevuji snizenou funkci ledvin, ndlezem bilkoviny ¢i krve
vV moci, zménou mnozstvi moci a v neposledni fad¢ zanétem ledvin. Tyto pfiznaky se
mohou rizné kombinovat. Postupné dochazi ke zhorSovani ledvinnych funkci, tedy
jejich ocistovaci a koncentracni schopnosti, které vede k nezvratnému selhani ledvin

s nutnosti nahrady funkce.

Zjistovani pricin téchto obtizi je dulezité pro pochopeni patogeneze jednotlivych
onemocnéni a moznost ucinné terapeuticky vstoupit do stavajicich déji se snahou
selhani ledvin oddalit ¢i odvratit. V poslednich letech stoupd zijem o studium
genetického podkladu jednotlivych onemocnéni a vlivu uritych 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 distalnich casti nefronu. Glomerulus je tvofen
klubickem vlase¢nic, které je obklopeno Bowmanovym pouzdrem. Vlastni filtracni

bariéra je tvofena 3 vrstvami. Jsou to: fenestrované endotelium kapilar, glomerularni

bazalni membrana (GBM) a visceralni epitelialni bunky tzv. podocyty, mezi nimiz se

Obr.1: Znazornéni filtracni bariéry ledvin krysy v elektronovém mikroskopu, EK —
endotelium kapilar, GBM — glomeruldrni bazalni membrana, P — vyb&zky podocyti,
SD —, slit diaphragm®. Zvétseni ~ 48000x. Pfevzato a upraveno z (1).
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Endotelové buniky kapildr vznikaji z mezenchymalnich buné¢k, v Casnych stadiich
vyvoje glomerulu maji kuboidalni tvar a nejsou fenestrované (2). Béhem vyvoje kapilar
dochazi postupné nejprve k tvorbé prekrytych otvoru, které se postupné pieméni na
otvory velikosti 60-80nm postradajici membranu (3). Témito otvory dochazi
Kk odstraniovani malych odpadnich molekul z krevniho ob&hu a je umoznéna vysoka
vymeéna vody mezi intra a extravaskularnim prostorem. Zjisténi, Ze podocytarni buiiky,
které k endotelovym bunkam kapilar ptiléhaji z druhé strany GBM, produkuji vysokou
hladinu vaskuldrniho endotelového rastového faktoru (VEGF) vedl k hypotéze, ze by
VEGF mohl ovliviiovat endotelovou fenestraci (4). Tato hypotéza byla posléze
oveéfovana a potvrzena v mnoha in vivo a in vitro studiich. VEGF pfedstavuje rodinu
rastovych faktort (VEGF-A az VEGF-E), které hraji roli v signalnich drahach
zapojenych v migraci, proliferaci ¢i permeabilité bungk (5). Ugastni se signalnich drah
aktivovanych jak ve vaskulogenezi (tvorba cév in situ diferenciaci endotelovych bunék
ze zarodeénych hemangioblastll), tak v angiogenezi (vznik cév ,pucenim* jiz
existujicich cév) (6). VEGF je zapojen v tvorbé novych cév béhem embryogeneze, po
insultu 1 pfi tvorb& kolateral pifi uzavieni stavajici cirkulace. Aktivacnim faktorem
tvorby cév je hypoxie, coz se uplatiuje i béhem tvorby cév v hypoxickych oblastech
solidnich tumori (7). Produkce VEGF zacina v podocytarnich bunkach pied fenestraci
endotelia kapilar a je poté udrZzovana cely zivot (8). VEGF pisobi jako ligandy, které
svym navazanim na odpovidajici membranové receptory (VEGFR1/2) (9) zpUsobuji
jejich dimerizaci a aktivaci jejich tyrosin-kinasové aktivity, coz spousti signalizacni
kaskadu v bufice. VEGF receptory jsou v glomerulech umistény pravé v endotelovych
bunkach kapilar, a tak mohou podocyty regulovanou produkci VEGF ovliviiovat
filtrani vlastnosti fenestrovanych kapilar. Ostatné to potvrdil i vyzkum, kdy byla
zménéna mira produkce VEGF v podocytech a poté sledovan fenotyp glomeruldrnich
endotelovych bunék (10). Ukazalo se, Ze ztrata produkce VEGF béhem vyvoje vede ke
zuzeni glomerularniho endotelia a ztrat¢ fenestrace. Naopak zvySena exprese zpusobuje
kolaps kapilarnich klicek. Také po zablokovani receptori VEGF protilatkami bylo
pozorovano zuzovani  endotelia kapilar, jeho uvoliiovani z GBM a mizeni jeho
fenestrace (11), (12). VEGF ovsem hraje roli i v regeneraci poskozenych kapilar, ktera
je zésadni v 1écbé glomerulonefritid (GN). Analyza glomeruldrni mRNA a exprese
VEGF prokézala zvysenou produkci tohoto faktoru béhem hojeni Habu Snake Venom
modelu mesangioproliferativni GN, coz podporuje vyznam VEGF v reparacnich

mechanismech mesangiolytickych glomerularnich poskozeni (13).
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Dalsi slozkou filtra¢ni bariéry ledvin je glomeruldarni bazdlni membrana tvoiena
vlaknitou siti fibrilarnich proteinti (pfevazné kolagen IV) spolu s negativné nabitymi
proteoglykany (14). Tyto molekuly propijcuji GBM negativni naboj, jenz vedl k
hypotéze, ze by mohla fungovat jako aniontové sito filtrujici molekuly na zakladé
naboje (15), (16). OvSsem v posledni dobé byla existence aniontového sita
zpochybnovana (17), (18). Presto je GBM vyznamnou slozkou filtra¢ni bariéry, coz
dokazuje vznik Alportova syndromu (dédicné GN), pokud dojde k mutaci v genu
kodujicim kolagenové fetézce tvorici GBM (19), (20).

Svrchni vrstvu filtraéni bariéry glomerulu tvoii specializované endotelové bunky zvané
podocyty hrajici dulezitou roli v udrZzovani funk¢ni a neporuSené filtra¢ni bariéry.
Podocyty maji rozvinuté endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, hojné
mitochondrie a lysosomy, coz svédci o vysoké katabolické i1 anabolické aktivité a neni
tedy divu, ze vétsina slozek GBM je syntetizovana pravé podocyty (1). Strukturné maji
podocyty objemné té€lo vystupujici do prostoru Bowmanova pouzdra a dlouhé,
prolinajici se, rozvétvené vybézky (pedicely, ,,foot processes®), které pokryvaji cely
povrch kapilar. Vybézky podocytll 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), jeZ byla poprvé
konkrétngji popsana v 70. letech na zakladé mikroskopickych pozorovani (21). Na
konci 90. let byl pak identifikovan prvni protein, jez je soucdsti této membrany, tzv.
nefrin (22), (23), (24) a v roce 1999 byl na zakladé analyzy jeho struktury navrhnut
pravdépodobny model uspofadani  jeho molekul ve SD (25). Ten spociva
v homofilickych interakcich nefrinovych molekul napfi¢ Stérbinou mezi pedicelami
podocytt. Postupné doslo k objeveni dalSich proteint, jez tvoti ,slit diaphragm®, a
zaCaly se objasnovat i jejich funkce a vzajemné interakce. Ukézalo se tedy, ze SD je
vlastné slozity komplex adheznich a signdlnich molekul, které hraji roli nejen jako
mechanické sito, ale také jako receptory a pienaSece signalii vedoucich do podocyti.

Schematicky nakres podocytt a ,,slit diaphragm* na obrazku ¢. 2.
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Obr. 2: Schematicky nakres vybézku podocyt, SD a glomerularni bazalni membrany s
nékterymi proteiny hrajicimi roli ve funkci podocytti a SD. Prevzato z (26).

1.2. Podocin

Jednim z proteint tvoficich ,,slit diaphragm* je i protein zvany podocin. Je kodovan na
dlouhém raménku 1. chromozomu (1g25-31) a je tvofen 8 exony. Podocin je
membranovy protein velikosti 42kDa, ktery ma vlasenkovitou strukturu. V buiice se
nachazi ve vnitinim listu lipidové dvojvrstvy s N a C koncem sméfujicim do
cytoplasmy. Zacina se exprimovat v podocytech kolem 12. tydne vyvoje plodu a je zde
exprimovan po cely zivot. Béhem embryogeneze je prechodné exprimovan i v buitkach
srdce (27). Bylo zjisténo, ze podocin tvofi homooligomerni komplexy, které obsahuji
pfiblizn¢ 20-50 molekul a vaze se k proteinim nefrinu, Nephl, CD2AP a TRPC6 (26),
(29), (30). Zapojeni podocinu ve funkci SD je popsano dale.

1.2.1. Zapojeni podocinu ve funkci SD

1.2.1.1. Interakce podocin-nefrin-Nephl
Proteiny nefrin, podocin a Nephl tvoii komplex, ktery funguje jako transmembranovy
receptor hrajici roli ve strukturni dynamice pedicel. Reorganizace cytoskeletu se pedicel

tyka hlavné béhem vyvoje podocytil, kdy se diferencuji v dospélé bunky, a dale pii
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poskozeni podocytti, kdy dochdzi k procesu splyvani pedicel (,,foot processes
effacement™) a naslednému vzniku proteinurie (31), (32). Nefrin a Nephl jsou
transmembranové proteiny z rodiny imunoglobulint IgG, které spole¢né tvoii hetero-
oligomericky receptorovy komplex v membrané mezi pedicelami (33). Podocin, jakozto
protein z rodiny stomatinti, vaze komplex nefrin-Nephl k lipidovym mikrodoménam
membrany a spravné lokalizovany komplex pak hraje roli pfi ptenosu signalu do buiiky.
Soucasti téchto signalizacnich drah je 1 aktivace nékterych proteinkinaz (PK) (napf.
Fyn, Yes, PI3K a Tec) (34). Fyn kinaza (ze Src rodiny PK) se pifimo vaze k nefrinu a
katalyzuje fosforylaci jeho tyrosinovych zbytki, kterd navozuje interakci mezi nefrinem
a Nck adapta¢nim proteinem, ktery dale reguluje funkci aktinového cytoskeletu, a tim
ovlivituje morfologickou stavbu podocytil a oblast inzerce SD. Tato fosforylace probiha
pfevazné pfii tvorbé vybézka podocyti, ale byla popsana i1 ve fazi poSkozeni podocytu
(35). Nekteré mutace podocinu pak mohou zptisobovat poruchy pfipojeni komplexu
nefrin-Nephl k lipidovym mustkim, a dochazi tak k naruseni signaliza¢nich drah

vedoucich do pocytu a poruse filtraéni funkce podocyti (36).

1.2.1.2. Interakce podocin-nefrin-CD2AP

Bylo zjisténo, Ze protein CD2AP kotvi nefrin a podocin k aktinovému cytoskeletu (37).
Slouzi kudrzeni struktury podocytu ukotvenim mezibunéénych spoji k jeho
cytoskleteu. (38). Komplex nefrin-podocin-CD2AP stimuluje signaliza¢ni kaskadu,
kterd zac¢ind vazbou a stimulaci fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) obéma proteiny
(nefrinem a CD2AP) a kon¢i aktivaci AKT (Ser/Thr kindza) fosforylujici Bad (Bcl-2-
associated death promoter), coz je apoptoticky protein, ktery se tak stava inaktivnim
(39). Poskozeni SD by tedy mohlo snizit aktivitu této drahy, coz by vedlo k apoptdze
podocytarnich bunék.

1.2.1.3. Interakce podocin-TRPC6
TRPCG je gen kodujici neselektivni kanal, ktery umozituje vstup do buiiky pfevazné pro
Ca®* a Na* ionty (v poméru 5:1) (40). Véze se k proteinim nefrinu a podocinu ve SD
(30). Vazba podocinu na TRPC6 se ukazala jako velmi dilezitd pro jeho stimulaci.
Podocin obsahuje tzv. PHB (,,prohibitin homology*) doménu, ktera zprostiedkovava
jeho vazbu k membranovému cholesterolu. Vazba podocinu na TRPC6 zvysuje aktivitu
tohoto kanalu, ovSem pouze v ptitomnosti cholesterolu. Mechanismus ovlivnéni aktivity
kanalu podocinem neni zcela jasny, ale pfedpoklada se, Ze by cholesterol, ktery se diky

vazbé s podocinem dostane do blizkosti TRPC6, ovliviioval vlastnosti lipidické
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dvojvrstvy, jako jsou jeji ztuhnuti, rozsifeni a tak déle a tim i strukturu a funkci kanalu
(41). Vazba TRPC6 s nefrinem reguluje (inhibuje), opét po fosforylaci tyrozinovych
zbytk, translokaci TRPC6 do plazmatické membrany (42).

1.3. Nefroticky syndrom

Nefroticky syndrom (NS)je jednim z nejcastéjSich ptiznakovych souborti objevujicich
se v nefrologii. Je charakterizovan nefrotickou proteinurii (PU), hypercholesterolémii,
hypoalbuminémii a pfitomnosti otokl. Patofyziologicky dochazi vlivem posSkozeni
podocyti k poskozeni glomerularni bazalni membrany (GBM), které vede k proteinurii
(bez pfitomnosti leukocytli a erytrocytt v moci). Jinym piipadem je posSkozeni
mesangialnich nebo endotelovych bunck, které jsou v pfimém kontaktu s krvi
(obsahujici leukocyty, komplement a zanétlivé proteiny). Toto poSkozeni vede typicky
k zanétlivé reakci ledvin (nefritidé) s aktivnim mocovym sedimentem (43). Nizka
hladina bilkovin v krvi zplsobi snizeni onkotického tlaku plasmy, coz vede ke snizeni
cirkulujiciho objemu a aktivaci regula¢nich systémi — hlavné renin-angiotensin-
aldosteronového systému (RAAS), vedouci k retenci sodiku a naslednému vzniku otokt
(,,underfill theory*). Podle nové&jsi teorie vznikaji otoky jako nasledek poSkozeni GBM
pii NS, pii kterém dojde k priniku proteolytickych enzymt nebo jejich prekurzori do
intersticia a aktivaci epitelidlniho sodikového kanalu (ENaC), v disledku ¢ehoz dochazi

k retenci sodiku a nasledn¢ ke vzniku otoku (,,overfill theory*) (44).

Casto se u pacientli s nefrotickym syndromem objevuji zavazné komplikace, jako jsou
zvySena srdzlivost krve (koreluje s nizkou hladinou regulacnich faktort jako jsou
antitrombin 111, protein C a protein S a naopak s vyssi syntézou prokoagulacnich faktort
jako je fibrinogen), imunodeficience (pravdépodobné¢ zplsobena Unikem
imunoglobulini a komplementu do moci, jejich snizenou syntézou a zvySenym
katabolismem, toto vede kvys$imu sklonu kinfekci pievazné G* bakteriemi),
hyperlipidemie (zplsobena zvySenou syntézou pievazné lipoproteini s velmi nizkou
hustotou — VLDL a snizenym katabolismem téchto lipoproteind, hlavnim rizikem je
ischemicka choroba srde¢ni) (44). Nefroticky syndrom se vyskytuje u riuznych typa
glomerulonefritid (GN). Z primarnich GN (onemocnéni postihujici pouze ledviny) se
nejCastéji nachazi u pacientl s minimalnimi zménami glomerulit (MCD), s fokalni

segmentalni glomerulosklerézou (FSGS) a membranozni glomerulonefritidou (MGN).
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U sekundéarnich glomerulonefritid (vznikaji jako soucast systémového onemocnéni)
jsou to nejcastéji diabeticka nefropatie, amyloidéza ledvin a lupusova nefritida (46).
Ptic¢iny vzniku NS jsou rizné a méni se s vékem a etnickou ptislusnosti. U nejmladSich
déti (do 2 let) je nejpravdépodobnéjsi ptic¢inou NS nékteré dédicné onemocnéni
(kongenitalni nefroticky syndrom finského typu, Denys-Drashtiv syndrom), u déti do 4
let je to NS s minimalnimi zménami glomerult. U adolescent a dospélych pacientti
jsou hlavnimi pfi¢inami NS MCD, FSGS a lupusova nefritida. U pacienti starSich 40 let
se zvySuje zastoupeni membrandzni nefropatie, diabetické nefropatie a amyloidozy
ledvin (47). V souvislosti s etnickymi rozdily potvrdila studie Haase a spolupracovnikii,
ze NS je u afroamericanii zptisoben nejcastéji FSGS, a to u dospélych vSech vékovych
kategorii. Dale byla potvrzena stoupajici incidence FSGS napfic¢ etniky (48). Tato
situace je ve shodé s daty zjisténymi v nasem Ceském registru renalnich biopsii (viz

dale).

Pribéh nefrotického syndromu se miize vyrazné liSit 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 pacientii
s idiopatickym NS. Tito pacienti nereaguji na standardni terapii kortikosteroidy a do
sedmi let u nich dochazi ke kone¢nému selhani ledvin (ESRD) (49). Histologicky je u
téchto pacientl ve vétsSin€ pripadi zjisténa bud’ FSGS nebo MCD. Pacienti se selhanim
ledvin jsou vétSinou indikovéani k zafazeni do transplantaéniho programu. Pfipady
s kortikorezistentnim NS patii pravdépodobné mezi geneticky podminéné formy NS,
dochazi u nich méné casto k navratu proteinurie po transplantaci. U geneticky
podminénych onemocnéni dochazi k mutacim nékterych genti kodujicim proteiny
pusobici v oblasti filtracni bariéry ledvin (pfevazn€ podocytarni proteiny) a tim
ovlivityjici jeji funkcnost. Zatim bylo identifikovano 7 genl podocytarnich proteint,
jejichz mutace vedou ke vzniku NS. Rada vyzkumi se vénuje vlivim mutaci
podocytarnich gentt na funkci jimi kodovanych proteinti ve filtraéni bariéte ledvin,
potazmo principu, jak tyto zmény ovliviiuji fungovani ledvin. Tyto znalosti tedy v praxi
ovlivni nejen klinicky ptistup k pacientovi, ale pfi zjiSténi geneticky podminéné formy
onemocnéni budeme moci testovat, a tim padem i pfedchazet ¢i zmiriovat, pfitomnost

nemoci u rodinnych piislusnikii postizenych pacientt.
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1.4. Geny podminujici vznik NS

Geny, u nichz bylo zjisténo, ze jsou jejich mutace zodpovédné za vznik nefrotického

syndromu jsou sefazeny v nasledujici tabulce ¢.1.

Gen Lokalizace Protein Dédi¢nost VéK nastupu Reference

NPHS1 19g13.1 Nefrin AR Prenatalné (50)
Détstvi az Casna

NPHS2 1925-31 Podocin AR dospélost (32)
Détstvi az Casna

ACTN4 19913 a4-aktinin AD dospélost (51)
Détstvi az Casna

TRPC6 | 11g21-22 TRPC6 AD dospélost (52)
Détstvi az Casna

CD2AP 6pl2 CD2AP AD dospélost (53)

Fosfolipaza
PLCEl1 | 10qg23-24 Ce AR Casné détstvi (54)

Adolescence az

IFN2 14932 Formin AD Casna dospélost (55)

Tab.€. 1 — geny, jejichz mutace zplsobuji nefroticky syndrom . AR — autozomalné
recesivni dédi¢nost, AD — autozomalné dominantni dédi¢nost. Prevzato z (56).

Vroce 2011 byly popsany 3 nové geny, na kterych byly zachyceny mutace u
jednotlivych pacienti. Jedna se o Racl (actin regulatory protein) (57), MYOLE
(membrane-associated class | myosin) (58) a PTPRO (protein tyrosine phosphatase

receptor type O) (59).

1.5. Minimalni zmény glomeruli
Nefroticky syndrom s minimalnimi zménami glomerult (MCD - minimal chase

disease) je onemocnénim jak détského tak dospélého veéku. Jedna se o podocytopatii,
kdy je histologicky ndlez ve svételné mikroskopii v glomerulech normadlni, ale
Vv elektronovém mikroskopu je patrné zietelné splyvani pedicel podocytii ,,foot proces
effacement®, ¢imZ dochazi k poruSe glomerularni permselektivity (histologicky nalez

obr. ¢. 4). Toto onemocnéni ma relativné dobrou klinickou odpovéd na terapii
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glukokortikosteroidy. Stupeit poSkozeni pedicel neni piimo umérny k zdvaznosti
onemocnéni. Pfi¢ina poSkozeni neni zcela jasna. Jiz v roce 1974 Shalboub popisoval
vznik MCD jako dusledek puisobeni solubilnich faktorti produkovanych T lymfocyty na
vznik glomerularnich abnormit (60). OvSem tato teorie je nyni pfekonana. Byl objeven
vliv zmén exprese angiopoietin — like proteinu 4 (ANGPLT4) na podocyty.
Glomerularni exprese tohoto glykoproteinu produkovaného podocyty je ovlivnéna
glukokortikoidy a je vysoce up-regulovana v podocytech u experimentalniho modelu
MCD u mysi, kde dochazi k vymazani pedicel podocytt. (61). MCD a FSGS jsou ¢asto
uvazovany jako spolecnd jednotka pro shodné klinické projevy a primarni poskozeni
podocyti. U obou chorob dochazi k poskozeni podocytti, absenci imunodeposit a
rozvoji tézkého defektu glomerularni polopropustnosti. Klinickd odpovéd’ na terapii
kortikosteroidy je lepsi u MCD nez FSGS. MCD miize byt priméarni ¢i sekundarni
etiologie (zpusobené Iéky, tumory, infekci, asociovan s alergii). Klinicky vétSinou
za¢ind rychlym rozvojem nefrotického syndromu, n€kdy s rozvojem rendlni

insuficience (spiSe u dospélych).

Obr.3: Renalni biopsie ukazuje normalni morfologicky nalez ve svételné mikroskopii.
(Hematoxilin-eosin barveni, A: zvétSeni 100x, B: zvétSeni 400x). Elektronova
mikroskopie ukazuje vymizeni pedicel podocyti bez dalSich strukturdlnich zmén. (C:
zvétSeni 11500x a D: zvétSeni 15500x). Pievzato z (61).
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1.6. Fokalni segmentalni glomeruloskler6za
Fokalni segmentéalni glomeruloskleréza je souhrnnou diagnozou popisujici castecné

(segmental) poskozeni nekterych (focal) glomerult, které se klinicky projevuje
nefrotickym syndromem. O FSGS nemtzeme uvazovat jako o jednotné nemoci, jedna
se spiSe o popisnou diagnozu poskozeni glomeruld, ktera se ale lisi jak v etiologickych,
tak morfologickych charakteristikach. V zavislosti na pti¢inach vzniku FSGS se 1isi 1
jeji projevy, prubéh a reakce na lécbu. Etiologicky FSGS mize vzniknout pfi
glomeruldrni hyperfiltraci ¢i hypertrofii (objevujici se jako adaptivni mechanismus
napf. pii zmenseném rendlnim objemu, hypertenzi ¢i diabetu), pfi piimém poskozeni
glomerulu vramci virové infekce (HIV, parvovirus B19) nebo poskozenim
1é¢ivy/drogami (heroin, interferon-o, lithium, palmidronat/alendronat) a v neposledni
fad¢ existuji i familidrni formy FSGS zpisobené mutacemi v genech kddujicich
podocytarni proteiny. Zvlastni misto jest€ zaujima primarni (idiopatickd) FSGS, jejiz
pfic¢iny jsou nejasné, pravdépodobné imunologické (63). Piesny mechanismus
poskozeni podocytu neni zndm, ovSem rychla rekurence primarni FSGS ve S§tépu
v n¢kolika prvnich tydnech po transplantaci ledviny ptedpoklada ucast cirkulujiciho
faktoru vedouciho k poskozeni podocytti (64). Nelze vyloucit jak roli cirkulujiciho
faktoru na zhorSovani glomerularni filtrace, ovSem ani vliv protektivni substance
nalezené v plazmé. Identifikace a charakteristika cirkulujiciho faktoru a protektivniho
faktrou je zatim neznama (65). V roce 2010 byl popsan jako aktivni faktor ve FSGS
,cardiotrophin-like cytokine 1¢ (CLC1) (65). V roce 2011 byl v jiné americké studii
nalezen serum solubilni urokinasovy receptor (suPAR), ktery je zvySen u 2/3 pacientl
s FSGS, u pacientil s ostatnimi ledvinnymi chorobami nalezen nebyl (66). Bylo také
potvrzeno, ze vysSi koncentrace suPAR pred transplantaci vede k vySSimu riziku
rekurence FSGS po transplantaci. Na mySich modelech byl zkouman efekt suPAR na
ledvinnou funkci a morfologii ledvin. Cirukulujici suPAR aktivuje B3 integrin podocyti
V nativnich 1 transplantovanych ledvinach a zpiisobuje vymazéani pedicel podocyti,
vznik proteinurie a tim vznik FSGS. Terapie vyuziva sniZeni serové hladiny suPAR
plazmaferézami nebo protilatkami proti SUPAR nebo 3 integrinu. Tato studie

identifikuje serovy suPAR jako cirkulujici faktor, ktery mize byt pfi¢inou FSGS.

Prevalence FSGS stoupa a stava se nyni nejcastéjsi pficinou nefrotického syndromu u
dospélych pacienttl (66). FSGS velmi $patné odpovida na terapii kortikosteroidy a ¢asto

progreduje Vv renalni selhani. Jedno z moznych rozdéleni FSGS ke klasifikace
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histologicka — aktudlné¢ se pouzivd Kolumbijska klasifikace délici FSGS na 5

podskupin, kazda s rozdilnou ptedpokladanou progndézou a specifickym histologickym

obrazem (obr.4).

Kolumbijska klasifikace FSGS

1) ,,Not otherwise specified (NOS)* - klasicka varianta, nejcastéjsi

Akumulace matrix a hyalinniho
materidlu v lumen kapilary s moznou
parcidlni  okluzi. = Nenachazime
okrsky kolapsu, poskozeni
tubularniho polu ani endokapilarniho

zmnozeni bunék.
barveni: PAS reakce
(Periodic Acid Schiff)

zvétSeno 400x

2) ,Perihilar - nejCastéjsi varianta pii hyperfiltraci (tlak v glomerulu je nejvyssi

Vv oblasti nejblize arteriole — tedy perihilarng)

Ucpani nékterych kapilar glomerulu
akumulaci hyalinniho materidlu v
misté¢ glomerularniho hilu (misto
vstupu  pfivodné  tepénky do
glomerulu). Nejsou zde znaky
kolapsu, poskozeni tip domény ani

zmnoZzeni bun¢k v kapilare.
barveni: PAS reakce

zveétseno 250x



3) ,,Glomerular tip lesion* (GTL) varianta — ¢asto idiopatickd, vétSinou dobte odpovida

na kortikosteroidy

Akumulace pénovych bunck v misté
tubularntho  po6lu.  Podocyty se
V misté poskozeni shlukuji
S epitelidlnimi buiikami

proximalniho tubulu (tip doména).

barveni: PAS reakce

zvétSeno 250x

4) ,,Cellular” (CELL) — buné&tna varianta, prognoza stiedné¢ zavazna (mezi NOS a

COLL)

Tuto variantu provazi Castecné
zvétSeni a ucpani kapilar pénovymi
bunikami. Dale dochézi k malé adhezi
na Bowmanovo pouzdro. Nedochazi

ke kolapsu.

barveni: Jones silver methenamine
stain (PAS + stiibfeni bazalnich

membran)

zveétseno 400x



5) ,,Collapsing* (COLL) — kolabujici varianta s nejhor$i prognézou prib¢hu. Shluky

kolabujicich glomerulti s proliferaci epitelovych bunck

U kolabujici varianty vidime globalni
zniceni kapilar glomerulu kolapsem
GBM. Podocyty jsou hypertrofované
a zmnozené a n¢které jsou uvolnéné

z glomerularniho klubicka.

barveni: Jones silver methenamine

stain

zvétSeno 400x

Obr.4 (1-5): histologicka klasifikace FSGS - pievzato z (68).

Poskozeni podocyti se projevuje mizenim pedicel (,foot proces effacement®),
hypertrofii podocyti a formaci pseudocyst. Uvolnéni podocytt od GBM a jejich
apoptoza vedou K redukeci jejich poétu a tim ke ztrat¢ mechanické podpory kapilarniho
klubicka. Obnazena GBM ma tendenci pfichytit se k parietdlnim epitelialnim buitkdm
GBM a tak vytvaret synechie. Kapilarni klicky bez podpory mohou propoustét filtrat
spiSe do intersticia neZz do Bowmnova prostoru a nakonec kolabuji s trombdzou a

hyalin6zou.

Glomerularni hyperfiltrace — ztrata nefrond (snizeni poctu) nebo dilatace aferentni
arterioly (pfi obezit€¢) vedou k hypertenzi vramci glomerulu a hyperfiltraci. Pfi
dlouhodobém ptsobeni té€chto faktori dochdzi k poSkozeni podocytli a rozSifeni
glomerularnich kapilar. Osoby afrického plivodu maji ménég, ovSem vétSich glomerult
nez Kavkazané, coz muze vysvétlovat vyssi prevalenci FSGS u ¢ernosského etnika (48).
Vliv na pocet nefronli ma i donosenost novorozencti. Rozvoj nefronti probiha ve 3.
trimestru téhotenstvi, proto u pred¢asné narozenych déti nachazime mensi pocet nefronti
nez u donosenych déti. Tyto faktory mohou ovliviiovat rozvoj hyperfiltrace glomerull a

zvysené riziko ledvinného postizeni v dal§im zivoté (69).
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1.7. Cesky registr renalnich biopsii
Data o pacientech bioptovanych v celé Ceské republice jsou shroméazdéna v Ceském

registru renalnich biopsii. Celkove bylo mezi lety 1995-2010 biopticky vySetfeno 9500
pacientd, tj. cca 600 bioptovanych ro¢né¢, ztoho 60% muzi a 40% zen. Pocet
bioptovanych déti klesd od cca 25% (1995) k 11% (2010). Ze vSech vySetfenych
pacienti byla fokalni segmentalni glomeruloskleroza diagnostikovana u cca 50
vySetfenych roc¢né (lehce stoupajici tendence v poslednich 15 letech, asi z 30
ptipadd/rok), coz ¢ini asi 8% ze vSech bioptovanych, obdobny pocet jako u MGN.
Minimalni zmény glomerulii jsou popsany u cca 30 pacientli rocné¢ (naopak klesajici
tendence Vv poslednich 15ti letech, cca z 50ti piipadi ro¢né). Divod téchto zmén neni

ziejmy (70).

1.8. Vaskularni endotelovy ristovy faktor
Vaskularni endotelovy rustovy faktor (VEGF) je, jak je jiz zminéno vyse, je dulezitym

signalizaénim proteinem zapojenym ve vaskulogenesi a angiogenesi. Ma
mitogenetickou aktivitu vzhledem k endotelovym buiikam, ale pdsobi i na jiné typy
bun¢k (stimulace monocyto/makrofagového systému migrace). Role VEGF pfi
poskozeni ledvin byla studovana v riiznych experimentilnich modelech a klinickych
studiich a neni jeSté zcela jasnia. Produkce VEGF ma vliv na fenestraci endotelii
Vv pribéhu vyvoje ledvin (4), v dospélych ledvinach potom stimuluje rust kapilarnich
endotelii a proliferaci. Ne&které vyzkumy ukazuji, Ze zvySeni produkce VEGF
v glomerulech by mohla byt spojena nebo mohla byt ptimo piic¢inou renalni dysfunkce.
U pacientll s diabetickou nefropatii vede ziejmé zvySena produkce VEGF ke
glomerularni hypertrofii a hyperfiltraci (jako odpovéd’ na snizené mnozstvi funkcich
nefronti). Divody zvySené produkce VEGF zatim nejsou znamé (71). V piipadé
trombotické mikroangiopatie bylo experimentalné ovéfeno naopak pozitivni ptsobeni
podani VEGF na glomerularni a tubulointersticialni reparaci (72). Pozitivni efekt ma i
Vv tubuldrnich buiikach, které odpovidaji na hypoxii nebo poskozeni produkci VEGF,
ktera nasledné stimuluje proliferaci peritubularnich kapilar (71). Korelace mezi
plazmatickymi a mocovymi hladinami VEGF a proteinurii u riznych glomerulonefritid
nebyla potvrzena. Pozitivni korelace mezi hladinami VEGF v moci a proteinurii by
mohla mit vztah ke ztratim podocytti do mo¢i (73) spise nez piimému vlivu VEGF na
vznik poskozeni ledvin. Vysoka exprese VEGF podocyty zplsobila spiSe kolabujici

glomerulopatii nez pouhou proteinurii (74). Existuji strategie inhibovat nebo
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podporovat tvorbu VEGF, které mély slibné vysledky u zvifecich riiznych druht
rendlniho poskozeni. U lidi se zacinaji pouzivat pfipravky s inhibicnim efektem na
VEGF (anti-VEGF protilatky, které se navazi na VEGF receptor — napiiklad
bevacizumab). Zatim se pouzivaji v terapii metastatickych tumori plic, kolorektalnich,

prsu a ledviny (75).

Gen VEGEF je lokalizovan na kratkém raménku 6. chromozomu (6p21.3) (76), sklada se
z 8 exonu, které maji alternativni sestiih a tvofi rodinu proteinti (77). Produkce VEGF je
indukovéna hypoxii, ale 1 dal§imi faktory (estrogeny, jinymi rastovymi faktory,
cytokiny) (78). Tento gen je vysoce polymorfni, zvlast oblast promotoru genu (5°-3°
nepiepisovana oblast UTR) (79). Polymorfismy maji vliv na hladiny serového VEGF
(80). Jejich asociace byla prokazana u nékterych onemocnéni, jako je akutni renalni

rejekce allotransplantatu 81) , diabeticka retinopatie (82), preeclampsie (83).

K vySetfovani u naSich pacientd jsme vybrali VEGF polymorfismus na pozici -2578
(A/C) a -1154 (A/G) VEGF promotoru. V ptedchozich studiich byl prokazan jejich vliv
na hladinu serového VEGF (79), (81). Navic byly tyto polymorfismy vybrany pro své

alelové frekvence a koeficienty vazebné nerovnovahy.
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2. CILE PRACE

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

3.1. Pacienti

Pacientim s histologicky potvrzenou diagnézou FSGS/MCD (stanovenou ze vzorku
renalni biopsie), kteti dali pisemny pouceny souhlas s vySetfenim DNA, byl odebran
vzorek krve a z perifernich lymfocyt byla vyizolovana DNA. DNA testovanych osob
byla pak ulozena v DNA bance na Ustavu biologie a lékaifské genetiky. V nagem
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 pacienti s FSGS/MCD
(praimérny veék v dob¢ renalni biopsie 42,2+16 let). Primérny vék pacientli v dobé
nastupu nefrotického syndromu byl 33,2+18,6 let. U 10 pacientl byly prvni projevy
nefrotického syndromu zachyceny jiz v détstvi (3-17 let). U 4 pacientli byla zjisténa
pozitivni rodinnd anamnéza, kdy byl nefroticky syndrom pfitomen i u dalSich ¢lent
rodiny. Ve vS8ech ptipadech se pravdépodobné jednalo o autozomalné¢ dominantni typ
dédi¢nosti. Pacienti byli rozdéleni dle klinické odpovédi na kortikosteroidy. Jako
kortikorezistentni pacient byl definovan ten, u kterého do 6 mésict pti podavani plné
davky kortikoidi (1mg/kg télesné hmotnosti prednisonu) nedoSlo k vyznamnému
poklesu proteinurie. 34 pacientll bylo na kortikosteroidy resistentnich, u 37 pacienti

byla zjiSténa remise onemocnéni pii terapii kortikosteroidy.

Po podepsani informovaného souhlasu byla odebrana krev a nasledné vyizolovana DNA
od 169 pacienti s histologicky potvrzenou diagnézou IgA nefropatie (IGAN). Primérny
vek pacientd s IGAN byl v dobé renalni biopsie 45,2+14,8 let. Pacienti s IGAN byly
rozdéleni do 2 skupin: 1. pacienti s normalni rendlni funkci (63 pacientil) a 2. skupina
S negativnim prubéhem onemocnéni (106 pacientl, u kterych se béhem 4 let sledovani

zdvojnasobil sérovy kreatinin a/nebo doslo k selhani renalnich funkci).

Déle byla po podepsani informovaného souhlasu vyizolovana DNA od 46 pacientl
S histologicky potvrzenou diagn6zou membrandzni nefropatie (MGN). Primérny vék

souboru pacientii s MGN Vv dob¢ renalni biopsie byl 56,8+13,9 let.

Kontrolni soubor byl tvofen 300 dobrovolniky (150 muzt, 150 Zen, primérny vék
64,5+17,5 let). Dobrovolnici byli ndhodné vybréani z darcti krve. U vSech byl pfitomen

normalni mo¢ovy sediment bez proteinurie.
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Do souboru pacientli, u kterych bylo provedeno vysetieni polymorfismt genu VEGF,
bylo zatazeno 213 pacientti s biopticky verifikovanou chronickou glomerulonefritidou
(126 muzi, 87 zen, vék v dob¢ diagnézy 46,7+17,1 let.). Jednalo se o 56 pacientl
s MCD/FSGS (pramérny veék v dobé diagndzy 45,7£20,5), 44 pacienti s MGN (vek
Vv dobé diagnozy 56,8+13,9) a 113 pacienti s IGAN (primérmy vek diagndzy
43,2+14,8). Blizsi klinické udaje o pacientech jsou uvedeny v tabulce ¢.2 — jednd se o
informace v dobé diagndzy a po skonceni doby sledovani, ktera byla v praméru 2 roky
(23,9428,7 mésici). Kontrolni skupina zde byla tvofena 311 pacienty (153 muza, 158
zen, praumérny vek 44,649,2 let).

28



IGAN:MCD/FSGS, MGN
p<0,001

Chronicka GN MCD/FSGPPr MGN IGAN Vsechny GN
Pramér+SD Primér+SD  Primér+SD Primér+SD
N 56 44 113 213
Pohlavi muzi + Zeny 23+33 28+16 75+38 126+87
n.s.
Vék v dobé dg. (roky) 45,7+20,5 56,8+13,9 43,2+14,8 46,7+17,1
MGN:MCD/FSGS, IGAN
p<0,001
Doba sledovani (mésice) 23,7+32,8 31,4+14,9 18,5+28,6 23,9+28,7
n.s.
Udaje v dobé diagnézy
Arteridlni hypertenze 67,9% 54,5% 7% 69,9%
MGN:MCD/FSGS, IGAN
p<0,01
S-kreatinin (pmol/1) 128,4+131,9 85,2428,2 169,1+125,3 141,1+118,7
MGN:MCD/FSGS, IGAN
p<0,001
GFR (mI/s/1,73m2) 1,50+0,95 1,87+0,91 1,10+0.61 1,37+0,95
IGAN:MCD/FSGS, MGN
p<0,001
Proteinurie(g/24hod) 5,7+£4,7 5,2+4,5 2,442.4 3,9+£3,9
IGAN:MCD/FSGS, MGN
p<0,001
S-albumin (g/l) 27.4£9.9 24,8+6,9 36,3£6,7 31,649,2
IGAN:MCD/FSGS, MGN
p<0,001
Udaje na konci sledovani
S-kreatinin (pmol/1) 126,9+108,5 102,3+£51,3 181,7+147,7 151,1+127,7
IGAN:MCD/FSGS, MGN
p<0,001
GFR (ml/s/1,73m?) 1,4140,85 1,5340,76 1,15+0,67 1,30+0,75
IGAN:MGN p<0,01
IGAN:MCD/FSGS n.s.
Proteinurie(g/24hod) 1,7742,85 1,77+2,86 1,18+1,80 1,46+2,20
n.s.
S-albumin (g/l) 39,6+6,5 35,5+6,8 42,6+4,9 40,37+6,39

Tab.2 — popis souboru pacientii vySetfovanych na polymorfismy VEGF.




GN - glomerulonefritida, FSGS/MCD - fokalni segmentalni
glomeruloskler6za/minimalni zmény glomerult, IGAN — IgA nefropatie, MGN —
membranozni glomerulonefritida, N - pocet pacientl, n.s. — nesignifikantni, dg. —
diagnoéza, S-kreatinin: serovy kreatinin, S-albumin: serovy albumin, GFR (glomerular
filtration rate): glomerularni filtrace - vypocteno s pomoci MDRD (modification of diet
in renal disease formula) (84).
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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 lymfocytt ziskanych ze

vzorkt periferni krve.

3.2.2. Mutaéni analyza genu NPHS2

Analyza genu NPHS2 byla provadéna metodou polymerazové fetézové reakce (PCR)
vSech exonl s néslednou pfimou sekvenaci a u nékterych pacienti metodou high
resolution melting (HRM). VySetfeni polymorfismu p.R229Q v kontrolni populaci bylo
provedeno restrikéni analyzou s naslednou sekvenaci a pozdéji metodou high resolution
melting a piimou sekvenaci. Primery pro PCR a HRM analyzu byly navrzeny tak, ze
amplifikované useky obsahovaly exonové a také hrani¢ni oblasti mezi exony a introny.
Sekvence primerd spolu s délkami amplifikovanych usekli a anela¢nimi teplotami

pouzivanymi pii PCR jsou uvedeny v tabulce ¢.3.
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] Anelacni
Primer: Rozsah
Exon teplota
Forward (5°-3¢) / Reverse (5¢-3°) [pb] °C]

1 F: GCAGCGACTCCACAGGGACT 120 62
R: TCCACCTTATCTGACGCCCC

) F: AGTCAGTGAATACAGTGAAG 203 -
R: GGCCTCAGGAAATTACCTA

3 F: TTCTGGGAGTGATTTGAAAG 168 -
R: TGAAGAAATTGGCAAGTCAG

A F: AAGGTGAAACCCAAACAGC 204 -
R: CGGTAGGTAGACCATGGAAA

. F: CATAGGAAAGGAGCCCAAGA 203 -
R: TTTCAGCATATTGGCCATTA

6 F: GGGTTTAGGCATGCTCTCCT 165 -
R: TTTCCTTTATCATACAGTTCTTGC

. F: CTAAATCATGGCTGCACACC 167 6
R: CTTCCTAAAGGGCAGTCTGG

o F: GGTGAAGCCTTCAGGGAATG 280 -
R: TTCTATGGCAGGCCCCTTTA

Tab.3: Seznam primert navrzenych pro gen NPHS2 spolu s rozsahy amplifikovanych
usekil a anelacnimi teplotami.
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3.2.3. PCR

Reakéni smés pro ptipravu PCR reakce se skladala z Sul Taq pufru, 1,2 ul Taq
polymerazy a 4ul 25 mM MgCl; (vSe firma Fermentas) spolu s 36 pl vody (Braun
Medical), 1ul dNTP (Bio-Rad Laboratories) a Iul primerd (2x1ul) (GENERI
BIOTECH). V tseku 1 bylo navic do reak¢éni smési piidano 5ul dimethylsulfoxidu
(DMSO) na ukor vody. Do smési byl ptidan 1ul DNA. PCR amplifikace probihala na
ptistroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pii pouziti programu: denaturace: 95°C / 4
min; amplifikace: 35 cykla: 95°C / 30 sec, anelacni teplota / 1 min, 72°C / 1 min;
zavereCna extenze: 72°C / 7 min. Kontrolni elektroforéza produktti amplifikace byla
provadéna na 2,0 % agar6zovém gelu za pouziti bromfenolové modii a pfi 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) je pomérné nové analytickd metoda, ktera
umoznuje odhalit genetické variace v dvouvldknovych tisecich DNA. Je zalozena na
porovnavani kiivek teplot tani DNA tsekt a mtizeme diky ni v sekvenci identifikovat i
jednonukleotidovou zaménu v homozygotnim a heterozygotnim stavu. Metoda probiha
V pfistroji pro real-time PCR a sklada se z n€kolika fazi. Obecny protokol vypada takto:
1) Nejdifive dochdzi k namnozeni poZadovaného tUseku DNA (PCR) v pfitomnosti
interkalacni barvy. Diky této barve je po kazdém PCR cyklu méfena koncentrace DNA.
2) Poté jsou vzorky ohtaty na teplotu, kdy dochazi k tani dvojfetézct na jednotetézcové
useky.

3) Nacez jsou rychle zchlazeny. Rychlym zchlazenim pak dochazi k parovani fetézct,
které jsou nejbliZze u sebe a mohou tak vzniknout heteroduplexy.

4) Dale pokracuje faze pomalého ohfivani vzorki, kdy je konstantné méfena
fluorescenc¢ni aktivita ve vzorcich diky interkalac¢ni barvé. Tato fdze experimentu je
velmi dllezitd, nebot’ pii ni dochézi k tani duplexd, z jejichz vygenerovanych kiivek
teplot tani jsme schopni rozlisit genetické variace ve vzorcich.

5) Poté jsou vzorky ochlazeny na teplotu kolem 40°C a mohou byt vyndany z pfistroje.

Ve shrnuto na obrazku 5.
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Obr.5. Na tomto schématu je znazornén obecny protokol metody HRM. Zelené je
znazornéno fluorescenéni méfeni. V prvni fazi vidime kratké cykly PCR. Dale jsou
vzorky ohtaty na teplotu, ve které vznikaji jednovlaknové useky, a nasledné jsou rychle
zchlazeny (vznik heteroduplext). Poté jsou vzorky pomalu ohtivany a soucasn¢ dochézi
po celou dobu k méfeni fluorescence.

Analyza HRM byla provadéna na pfistroji LightCycler 480 (Roche Diagnostics)
s vyuzitim kitu LightCycler 480 HRM Master (Roche Diagnostics). Reakéni smés se
skladala z 2,31pl vody, 5,6ul master mixu, 1 uIMgCl; (vSe bylo soucasti dodaného kitu)
spolu s 0,045ul po kazdém primeru s koncentraci 50pmol/ul. U tsekt 1 a 3 byla reakéni
smés navic doplnéna o 0,45ul DMSO (MP Biomedicals) na tkor vody, ktery napomaha
vétsi specifité reakce. Reakce probihala v celkovém objemu 10ul (9ul reakéni smési +
1wl genomové DNA o koncentraci 10ug/ul). K pipetovani bylo c¢asto pouzito
automatické pipetovaci linky epMotion® 5075 (Eppendorf). Zakladni program HRM

metody vcetné amplifikacni faze je shrnut v tabulce ¢.4.
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Faze Teplota [°C] Cas [min]
Aktivace polymerazy 95 02:00
Amplifikace 1 (10x) 95 00:30
60 00:30
72 01:00
Amplifikace 2 95 00:30
(50x) 55 00:30
72 01:00
Finalni elongace 72 07:00
HRM 95 10:00
40 01:00
60 — 98
(0,02°C/sec)
Chlazeni 40 00:10

Tab.4. Shrnuti programu HRM analyzy vcetné jeji amplifikaéni faze u vSech
analyzovanych usekit NPHS2 genu.

3.2.5. Sekvenace

Sekvenacni 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; zavére¢na extenze 60°C / 1 min. Reakce byla provadéna v objemu 5 pl
(4,7ul reakéni smési, 0,3ul produktu z PCR ¢i HRM analyzy). Reakéni smés byla
ptipravovana z 2ul kitu BigDye® Terminator v1.1 (Applied Biosystems), 2,15ul vody
(Braun Medical), 0,25ul DMSO (MP Biomedicals) a 0,3ul primeru (o koncentraci 10
pmol/ul).

Po sekvenacni reakci bylo vZdy provedeno ¢isténi produktu pro lepsi vysledky pfi
samotné sekvenaci. Podle pouzitého sekvena¢niho stroje se liSilo 1 pouzité CiSténi. Pii
sekvenaci na stroji ABI Prism™ 310 (Applied Biosystems) bylo pouZito tzv. ethanolové
CiSténi. Pfi ném se do 5 pl produktu ze sekvenacni reakce ptidalo 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. lThned po skonceni
centrifugace se neusazeny produkt odstiiknul. Dale se ptidalo 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 pti 90°C. Nakonec bylo pfidano 30 pl
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formamidu a zkumavky pak byly dany na 5 minut do 95°C, aby doslo k denaturaci
produktu. Po skonceni denaturace se zkumavky rychle pfemistily na chladici stojanek a
az do sekvena¢ni anylyzy udrzovaly v mrazicim boxu.

Pozdéji byl zakoupen novy sekvenacni stroj Genetic Analyzer 3130 (Applied
Biosystems). Pro néj bylo nutné pouzivat mirn€ odlisné ¢isténi pro ziskani optimalnich
vysledkt. K Sul produktu se piidalo 13ul Cerstvé piipravené smeési 96% ethanolu
s octanem sodnym (ethanoat sodny) a vysledna smés se nechala odstat 10 az 15 minut
pifi laboratorni teploté. Smés se dala stocit 30 minut pii 13 543g do centrifugy.
Neusazeny zbytek se odstiiknul a bylo pfidano 60ul 70% ethanolu, opét se nechalo
centrifugovat 10 minut pii 13 543g a neusazeny obsah zkumavky se odstiiknul.
Posledni krok byl zopakovan jesté jednou a nasledné se zkumavky nechaly oteviené
vysuSit 10 minut pii 40°C. Po dikladném vysuSeni bylo do zkumavek ptiddno 30ul
formamidu a nechaly se 5 minut pii 95°C pro denaturaci DNA. Thned po denaturaci
byly pteneseny do chladiciho stojanku a uchovavany do sekvenace v mrazicim boxu.
Sekvenace byla provadéna nejdfive na sekvenatoru ABI Prism'™ 310 (Applied
Biosystems), poté na sekvenatoruGenetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems)
metodou Dye-terminator sequencing.
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3.2.6. Analyza polymorfismii p.R229Q (c.686G>A) a p.P20L (c.59C>T)

genu NPHS2

Restrikéni analyza zamény c.686G>A (p.R229Q) v 5. exonu genu NPHS2 byla
provedena pomoci restrikéni endonukleazy BSU151 (Clal, AT/CGAT, BioLabs).
Nejdiive byla provedena polymerazova tetézova reakce exonu 5. Dale nasledovala
restrikce, pfi¢emz reakéni smés obsahovala: 11ul vody (Braun Medical), 1,5ul pufru a
0,8ul endonukleazy (BioLabs). Tato smés byla inkubovana 3 hodiny pii 37°C a poté
byla obarvena bromfenolovou modfi a nanesena na 2% agarozovy gel, kde doslo pii
150V napéti k rozd€leni rozstépenych usekl. V piitomnosti 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 pacientii zjistovan pomoci
metody high resolution melting (viz vyse) a v nékterych ptipadech ovéfovan naslednou

piimou sekvenaci.

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

Analyza byla provedena metodou PCR (viz vySe) s primery a anelacnimi teplotami

uvedenymi v tabulce ¢.5.

] Anelaéni
Primer: teplota
Forward (5°-3°)/ Reverse (5°-39) [E al
VEGF F: CATGATCCCAAGCTGAAAGGCATG -
-2578 C/A R: GATGCTCCTGCTCTGATCC
VEGF F: TTTCCCAGCATGTGTGTTGT -
-1154 G/A R: ATTTTTGTTTGTTCTCCACCGA

Tab.5: Seznam primer navrzenych pro polymorfismy VEGF -2578 C/A a VEGF -
1154 G/A spolu s anela¢nimi teplotami.

37



VEGF -2578 (C/A): Reakéni smés pro pripravu PCR reakce se skladala opét z Sul Taq
pufru,1,2pul Taq polymerazy a 4ul 25 mM MgCl, (vSe firma Fermentas) spolu s 36ul
vody (Braun Medical), 1ul dNTP (Bio-Rad Laboratories) a Iul primery (2x1pul)
(GENERI BIOTECH). Do smési pfidan 1ul DNA. PCR amplifikace probihala na
ptistroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pii pouziti programu: denaturace: 95°C / 4
min; amplifikace: 35 cykli: 95°C / 30 sec, 56 °c /1 min, 72°C / 1 min; zavéreéna
extenze:72°C / 7 min. Kontrolni elektroforéza produktu amplifikace byla provedena na
2,0 % agar6zovém gelu za pouziti bromfenolové modii a pii konstantnim napéti 150V.
Produkty PCR byly detekovany na UV transluminatoru (LKB 2011 MacroVue
Transilluminator). Inzerce 18 bazi na pozici -2549 je asociovana s pritomnosti A alely.
Kratsi alela (bez inzerce) je asociovana s pfitomnosti 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 16l
vody (Braun Medical), 0,5u1 dNTP (Bio-Rad Laboratories) , 1ul primerd (2x1pul)
(GENERI BIOTECH) a 1,6ul dimethylsulfoxidu. Do smési ptidano 0,5u1 DNA. PCR
amplifikace probihala na pfistroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pii pouziti
programu: denaturace: 94°C / 4 min; amplifikace: 32 cykli: 94°C / 0,45 s, 58°C / 45 s,
72°C / 45 s; zavérecna extenze: 72°C / 7 min. Kontrolni elektroforéza produktl
amplifikace byla provedena na 2,0 % agar6zovém gelu za pouziti bromfenolové modii a
pfi konstantnim napéti 150V. Produkty PCR byly detekovany na UV transluminétoru
(LKB 2011 MacroVue Transilluminator). Poté prob&hla sekvena¢ni reakce opét na
ptistroji MyCycler (Bio-Rad Laboratories) pifi programu: denaturace 96°C / 3 min;
nasledovana 25 cykly 96°C / 20 sec, 50°C / 10sec, 60°C / 4 min; z&vére¢na extenze
60°C / 1 min. Reakce byla provadéna v objemu 4,8ul (4,3 pl reakéni smési, 0,5 pl
produktu z PCR ¢i HRM analyzy). Reakéni smés byla pfipravovana z2 plKitu
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 ¢isténi* viz vyse.

3.3. Statistika
Pro kazdy polymorfismus byly vypocitany alelové frekvence z genotypu. Hardy-

Weinbergova rovnovaha byla testovana v kontrolni skupiné Pearsonovym y2 testem.
K porovnani distribuce genotypli mezi riznymi GN navzajem a mezi GN a kontrolni

skupinou byl pouzit y2-test. Veék renalniho selhani se zietelem k riznym genotyptm byl
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porovan analyzou rozptylu (ANOVA test). Byla provedena vicefetna 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.
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4. VYSLEDKY

4.1. Mutaéni analyza genu NPHS2
Ze 71 vysetfenych pacientl s biopticky verifikovanou FSGS/MCD byla jednozna¢né

patogenni mutace nalezena pouze u jedné pacientky. Jednd se o homozygotni NPHS2
mutaci ¢.G868A (p.V290M) v 7. exonu, ktera zpusobuje zaménu konzervativni

aminokyseliny v cytoplazmatické oblasti podocinu. Obr.6.

AAGTGE CGGGB TG|I6 CCA AAATG CGGG TG

Obr. 6: Homozygotni zdména G-A v 868. nukleotidu, v kodonu 290, exonu 7, genu
NPHS2 — p.V290M. Vede k substituci valinu (GTG) za metionin (ATG).

Tato mutace byla jiz popsana jako pfic¢ina FSGS, ale v heterozygotnim stavu (84).
Klinicky se onemocnéni projevilo u pacientky ve 3 letech. Po imunosupresivni terapii
(kortikosteroidy a dal$i imunosupresiva véetné cyklofosfamidu, cyklosporinu a
mykofenolatu mofetilu) doslo jen k parcialni a docasné odpovédi na terapii, kdy se
pouze prechodné snizila protienurie. Pacientka (nyni 24 letd) ¢ekd na transplantaci
ledviny. Na zaklad¢ zjist€éného genetického podkladu onemocnéni se domnivame, Ze
nedojde k relapsu FSGS ve $tépu, pokud transplantovana ledvina bude od neptibuzného

darce.
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Dale byla nalezena nova, jesté nepopsana zaména ¢.G291A (p.G97S) ve 2. exonu (obr.
7).

r CcCT CS@G CTTAGGG|r ccT cggﬂe CTTAG GG

| N

,_AA L J\A

Obr.7 Heterozygotni zaména G-A v 291. nukleotidu, v kodonu 97, exonu 2 genu
NPHS2 — p.G97S. Vede k substituci glycinu (GGC) za serin (AGC).

Tato zaména byla nalezena v heterozygotni formé u pacienta s kortikorezistentnim
nefrotickym syndromem. Stejna zaména nebyla nalezena u zadného z 300 zdravych
jedinct. Substituce hydrofobni aminokyseliny glycin za hydrofilni aminokyselinu serin
se ovsem nenachazi v konzervované oblasti genu, nebot’ byla po porovnani s dal$imi

savci nalezena i u divokého prasete (Tab. 6).

| p-G97S

Homo sapiens podocin KSSGLGACEWLL
ref. P_055444.1/

Oryctolagus cuniculus ,kralik divoky* KSSGLGACEWLL
/ref.XP_002715053.1/

Sus scrofa ,»divoké prase* KSSSLGACEWLL
/ref. XP_003130389.1/

Mus musculus ,»,mys domaci* KPSGLGACEWLL
Iref.NP_269723.1/

Monodelphis domestica ,,vacice domaci‘ KSSHLGMCEWLL
Iref. XP_001374197.1/

Gallus gallus ,.kur bankivsky* KSPGLNICEWLL
Iref. XP_422265.2/

Tab 6. Uspotadani p.G97S substituce v genu NPHS2 u n¢kterych savci
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Na zékladé¢ téchto zjisténi predpokladame, Ze se nejedna o kauzalni mutaci. Mutaci na
druhé alele nebo v dalSich genech (pozdé&ji vySetiovanych TRPC6 a ACTN4) jsme u
tohoto pacienta nenasli. Je mozné, Zze muze byt mutace v dal§im genu zodpovédném za
vznik nefrotického syndromu, eventualné nelze vyloucit ani zménu V intronu, kterd by
mohla zpusobit abnormalni stfih. K rozvoji nefrotického syndromu doslo u pacienta v 9
letech, a byla biopticky prokazana FSGS. Dlouhodobé 1éceni imunosupresi bylo
neuspesné (kortikosteroidy, cyklosporin, chlorambucil, mykofenolat mofetil) a pacient
prodé€lal cetné infekéni komplikace spojené s terapii. Ve 25 letech doslo k renalnimu
selhani a pacient zah4jil hemodialyzaéni terapii. Vyjadfit se k eventuadlnimu relapsu
onemocnéni ve Stépu ledviny po transplantaci neni mozné. Pravdépodobné je riziko
stejné vysoké jako u pacientl, u kterych nebyla mutace zjisténa (nebo byla nalezena

pouze na jedné alele NPHS2 genu).

U jedné pacientky s ndstupem nefrotického syndromu ve 33 letech byly nalezeny 2
polymorfismy v trans-heterozygotnim stavu (na raznych alelach) p.P20L (exon 1) a
p.R229Q (exon 5). U pacientky byla pfitomna ¢astena odpovéd na 1é¢bu
kortikosteroidy a nasledné cyklofosfamid. Ve 45 letech pacientka trpi pokrocilou
renalni insuficienci. Obé jeji déti zdédily pouze alelu s p.R229Q zaménou a neni u nich
pfitomna proteinurie. Lze spekulovat, Ze pfitomnost 2 funkénich polymorfismli na

raznych alelach by mohla mit vliv na rozvoj kortikorezistentni FSGS u této pacientky.

4.2. Analyza polymorfismi p.P20L (¢.59C>T) a p.R229Q (c.686G>A)
genu NPHS2
Pti analyze NPHS2 genu u pacientli s FSGS/MCD byly nalezeny 2 polymorfismy, které

byly nasledné vySetfeny i u vSech ostatnich pacienti (IGAN, MGN, kontroly) —
polymorfismus p.R229Q (obr. 8, 9) a polymorfismus p.P20L (obr. 10). Polymorfismus
p.P20L byl nalezen u 3 pacienti S kortikorezistentni formou FSGS (8,8%). Dale byl
identifikovan u 3 pacienti s IGAN S negativnim pribéhem onemocnéni (2,8%). U
IGAN pacientii se stabilni rendlni funkci pfitomen nebyl. U MGN pacientd nebyl
polymorfismus p.P20L zjistén u zadného pacienta. V kontrolnim souboru byl zjistén u 3
pacientd (1%). Nejcastéjsi polymorfismus p.R229Q byl v heterozygotnim stavu nalezen
u 6 pacientl (8,4%) s FSGS, u 4 kortikorezistentnich pacientii a u 2 kortikosenzitivnich
pacientli. U pacienti s IGAN byl vyskyt obdobny, 13,6%. Mirné vyssi vyskyt
polymorfismu byl u IGAN pacienti s negativni prognézou nez U pacientl se stabilni
renalni funkci (16 % versus 9,5%). Polymorfismus p.R229Q byl identifikovan u 2
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pacientt s MGN (4,3%). V kontrolnim souboru byl popsan u 10% vySetifovanych
(tab.7).

Diagnoza FSGS | FSGS | IGAN | IGAN | MGN | Kontrolni
soubor
Odpoveéd na SSNS | SRNS | stabil | progres

terapii
Pocet pacientt 37 34 63 106 46 300
p.P20L 0 8,8% 0 2,8% 0 1%
p.R229Q 54% | 11,8% | 9,5% 16% 4,3% 10%

Tab.7. Vyskyt p.P20L a p.R229Q polymorfismi v genu NPHS2.

YEXET WAL 12 1y :r:w’umo 280y

Obr.8. Elektroforéza vzorki exonu 5 genu NPHS2 po restrikci endonukleazou BSU151.

Vzorky srozdélenymi tseky nasledné sekvenovany. U vzorkd s polymorfismem
p-R229Q doslo ke ztraté restrikéniho mista endonukledzy a nedochazi tak ke Stépeni

useku DNA.
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Obr.9: Zaména G-A v 686.nukleotidu, v kodonu 229, exonu 5 genu NPHS2 - p.R229Q.
Vede k substituci argininu (CGA) za glutamin (CAA).

—

CCTTGTGCIGI G AGTeT TGT GC{A'GeAGTCCT
) s

Obr.10: Zaména C-T (v reversu G-A) v 59. nukleotidu, v kodonu 20, exonu 1 genu
NPHS2 — p.P20L . Vede k substituci prolinu (CCG) za leucin (CTG).

4.3. Analyza polymorfismi VEGF
Polymofismy VEGF -2578 (C/A) (obr.11) a -1154 (G/A) jsme vySetiili u 213 pacientl

s chronickou glomerulonefritidou. Detailngjsi rozbor vysetiovanych pacientt je uveden
Vv tabulce ¢.2 (viz vyse). Pfevazovali pacienti s IGAN (113/100 s ostatnimi diagnézami).
Pacienti s MGN byli star$i nez ostatni, primérna doba sledovani byla 2 roky. Arterialni
hypertenze byla v dobé diagnoézy ptitomna u 70% pacientii, nejmén¢ postizena byla
skupina pacientll s diagnézou MGN. Rendlni funkce byly v dobé diagnézy lehce
snizené napfi¢ celym spektrem pacientl (vyssi hladina serového kreatininu a sniZzena
nejleh¢i postizeni pacienti s MGN. Nefroticka proteinurie byla vstupné zaznamenana
také u celého spektra pacientl, nejvyssich hodnot dosahovala u pacientd s MCD/FSGS
a MGN (oproti IGAN), primérné kolem 4g/den. Tomuto odpovidala také hladina

cv v
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hladina serového kreatininu v priméru 151,1+£127,7 umol/l a primérnd GFR 1,3+0,75
ml/s, takze béhem dvouletého sledovani relativné stabilni. Doslo k vyraznému snizeni
proteinurie (primérné na 1,5g/den) a nartstu serového albuminu napfti¢ celym spektrem

pacientt.

Vysledky provedenych vysetieni uvadime v nésledujici tabulce (Tab 8).

Chronicka MCD/FSGS MGN IGAN VSechny GN  Kontrolni
GN
N 56 44 113 213 311
-2578 VEGF C/A
AA 11 (19,6%) 14 (31,8%) 21 (18,6%) 46 (21,6%) 62 (20%)
AC 21 (37,5%) 20 (45,5%) 62 (54,9%) 103 (48,4%) 177 (57%)
24 (42,9%) 10 (22,7%) 30 (26,5%) 64 (30%) 72 (23%)

-1154 VEGF G/A
AA 4 (7,3%) 8(18,2%) 14 (12,6%)  26(12,4%) 72 (23%)
AG 20 (36,4%) 20 (45,4%) 45 (40,5%)  85(40,5%) 127 (41%)
GG 31(56,3%) 16 (36,4%) 52 (46,9%) 99 (47,1%) 112 (36%)

Tab 8.: Distribuce -2578 (C/A) a -1154 (G/A) VEGF polymorfismu u pacientti s GN.
Polymorfismus -2578 C/A: CC genotyp: MCD/FSGS: MGN, IGAN p<0,05,
MCD/FSGS: kontroly p<0,01, ostatni porovnani n.s. (p>0,05).

Obr.11: VEGF -2578 A/C, inzerce 18 bazi na pozici -2549 je asociovana s pfitomnosti
A alely. Kratsi alela (bez inzerce) je asociovana s piitomnosti C alely.
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Polymorfismus -2578 VEGF (C/A) byl nalezen s vyssi prevalenci genotypu CC u
pacienti s MCD/FSGS vV porovnani s ostatnimi. U polymorfismu -1154 VEGF C/G

jsme prokazali rovnhomeérnou distribuci G a A alel v nasi vySetfované skupiné.

Korelace mezi -2578 (C/A) polymorfismem VEGF a klinicko-laboratronimi nalezy na
pocatku sledovani ukazala u pacientd s MCD/FSGS signifikantni rozdil mezi GFR u
pacientt s alelou CC vuci AA a AC alelam (recesivni model) ve prospéch A alely (CC
alela: 1,244+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 serového kreatininu v dobé diagndzy
(GG alela: 150+170,5 ml/s versus CC a CG alela: 102,4+46,8 umol/l, P = 0,07) a
analogicka korelace mezi -1154 G/A polymorfismu VEGF a Kklinicko-laboratornim
nalezem u pacienti s MCD/FSGS. Ostatni data (arteridlni hypertenze, proteinurie,
serovy albumin, GFR a serovy kreatinin na konci sledovani) nebyla signifikantné

rozdilna.
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5. DISKUZE

5.1. Mutace v genu NPHS2
Ve skupiné 71 pacienti s FSGS/MCD byla nalezena mutace v genu NPHS2 u jednoho

pacienta. Jednalo se 0 homozygotni zaménu p.V290M lezici v 7. exonu genu NPHS2,
ktera jiz byla v literatufe popsana v pozici trans s jinou missence mutaci (p.R196P) u
pacientky s FSGS od 1,3 let (85). U na$i pacientky doSlo k nastupu SRNS jiz
v détském veku (3 roky) a nyni je zafazena v Cekaci listiné na transplantaci ledviny

s tézkou renalni insuficienci.

Déle byla vsouboru u jednoho pacienta nalezena nepopsana varianta p.G97S
nachazejici se v heterozygotnim stavu v nekonzervované oblasti genu NPHS2. Jednalo
se o pacienta se SRNS vzniklym v détstvi. Mizeme pouze spekulovat, zda tato zaména
muze ovliviiovat vznik choroby, nebot’ nebyla nalezena u zadného dalsiho pacienta ani
u kontrolni skupiny. Po porovnéni oblasti pfiléhajici nalezené zdméné bylo ovSem
zjisténo, ze tato oblast podocinu neni pfili§ konzervovand a aminokyselina serin se
Vmist¢ 97 nachdzi naptiklad u divokého prasete (viz vySe). Klinicky pribéh
onemocnéni a Spatna odpoveéd’ na terapii byla porovnatelna s FSGS pacienty, ktefi maji
popsanou jednu NPHS2 mutaci nebo u FSGS pacientii bez nalezené mutace (86). U
pacientdl s nastupem nefrotického syndromu v dospélosti jsme nenasli Zadnou kauzalni
mutaci v genu NPHS. Proto ptedpokladame, ze mutace v genu NPHS2 nejsou Castou
pfi¢inou FSGS/MCD s nastupem nefrotického syndromu v dospélosti. Nase vysledky
jsou v souladu s vysledky italské studie, ktera prokazala pouze 3 heterozygotni NPHS2
mutace (v 1 alele) ve skupiné 64 dospélych pacienti se SRNS (86). Kanadska studie
zroku 2007 nalezla heterozygotni mutaci v NPHS2 genu pouze u 1 z 87 dospélych
pacientii (87). Naopak 4 heterozygotni mutace v kombinaci s nalezem polymorfismu
p.R229Q byly nalezeny u 47 pacientd s FSGS vzniklym v dospélosti ve §pan€lské studii
(88). V této studii byla doba vzniku nefrotického syndromu a progrese renalnich funkci
smérem k rendlnimu selhani del§i a pomalejs$i u pacientli s kombinaci polymorfismu
p.-R229Q a jeste¢ jednou patogenetickou mutaci NPHS2 nez u pacienti s2
patogenetickymi NPHS2 mutacemi.
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Navic, vzhledem k faktu, ze pacienti se sloZenou heterozygotni mutaci s p.R229Q a
dals$i mutaci neodpovidaji na terapii kortikosteroidy nebo dal§i imunosupresivni terapii
a nerelabuji po transplantaci ledvin, genetické doporuceni v téchto rodindch radi spiSe
ukoncit nefunk¢éni imunosupresivni terapii, provést transplantaci ledviny od Zzivého
darce a nabidnout moznost screeningu partt s NPHS2 mutaci na p.R229Q. Podle studie
Z roku 2009 u 40 pacientii se SRNS a nalezenou pouze jednou mutaci v NPHS2 genu
(33 pacientil), ev. v NPHS1 genu (7 pacientll) maji tito pacienti stejnou prognodzu a
procento pozitivnich odpovédi na imunosupresivni 1éCbu jako pacienti bez mutaci

Vv téchto genech (86).

Lze fici, ze nefroticky syndrom zplsobeny 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 (85), (89). Bylo popsano pies 100 patogennich
mutaci a mnozstvi variant genu nejednoznaéného vyznamu. Neni pfitomno misto

N4

onemocnéni s Casnéj$im nastupem je u posunovych a nonsense mutaci (90).

Obecné jsou pacienti s mutacemi v genu NPHS2 kortikorezistentni a i odpovéd’ na dalsi
imunosupresi je velmi Spatnd. Mutaéni analyza NPHS2 genu by proto méla 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 imunosupresSivni terapie.

V roce 2012 vypracovali holandsti 1ékafi schémata doporucujici vySetfovaci postup u
pacientli s FSGS (dle doby vzniku onemocnéni zvIast' u déti (obr.12) a dospé€lych

(obr.13) (96).
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Obr.12: Diagnosticky algoritmus pro mutaéni screening u déti se SRNS (96).

V klinické praxi bude rodinnd anamnéza soucasti vstupniho vysetfeni. Pokud bude
rodinna anamnéza pozitivni, mé€lo by byt genetické vySetfeni u déti provedeno jesté
pred zaCatkem podavani terapie kortikosteroidy. U pacientii se SRNS by méla byt
provedena renalni biopsie k vylouceni jinych onemocnéni (jako jsou IGAN, Alportiv
syndrom, Membranoproliferativni GN). Histologicky nalez kompatibilni s FSGS
vylucuje postizeni MCD a IgM nefropatii.
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Obr.13: Diagnosticky algoritmus pro mutacni screening u dospélych s FSGS (96).
*NPHS2 mutace mize mit pseudo-autosomalné dominantni zptisob ptenosu - 1 rodic¢
S homozygotni mutaci v NPHS2 - 2.rodi¢ sp.R229Q- dit€¢ nesouci jednu pato-
genetickou mutaci v kombinaci s p.R229Q.

5.2. Rekurence FSGS ve $tépu po transplantaci ledviny
Pfiblizn¢ u 30% pacienti s FSGS dojde po tranpslantaci ledviny Kk rekurenci

onemocnéni ve $tépu (91). Francouzska studie z roku 2004 zahrnovala 338 pacientd se
SRNS. Transplantovano bylo 189 pacientd. U 32 transplantovanych pacienti se dvéma
NPHS2 mutacemi doslo krekurenci FSGS ve Stépu pouze v 1 piipadé. Mezi 74
transplantovanymi pacienty se sporadickou formou SRNS doslo k rekurenci u 25
pacienti (u téchto pacienti byla heterozygotni mutace NPHS2 zastizena 1x,
heterozygotni varianta/polymorfismus 3x, ostatni byli bez prokdzané zmény v genu
NPHS2). Zda se, Ze pacienti s 2 patogennimi mutacemi NPHS2 maji velmi nizké riziko
rekurence onemocnéni. Heterozygotni varianty ziejmé hraji roli v pozdé&jS$im nastupu

wewvr

onemocnéni, snad i mirnéj§imu pribéhu, ale Castéjsi rekurenci onemocnéni ve S$tépu
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(90) 92). Bertelli a spolupracovnici popsali vroce 2003 ve skupiné 53
transplantovanych pacienti s FSGS relaps NS ve S$tépu u 38% pacienti s NPHS2
mutacemi. V hodnoceni v8ak byli zahrnuti jak pacienti s mutaci pouze na jedné alele
genu, tak pacienti s2 patogenetickymi mutacemi. U pacienti s mutacemi na obou
alelach byl relaps zjistén pouze ve 3% ptipadl. (93). Z nové retrospektivni studie z roku
2013 u 93 transplantovanych pacientii vyplyva, ze rekurence ve skupin€¢ 66 pacientli
s ,,idiopatickou” FSGS (bez prokazané mutace) je 42%, ve skupiné 18 pacientl
s genetickou/familiarni formou FSGS (prokazana mutace ¢i pozitivni rodinna anamnéza
u piibuzného 1. stupn€) a u 10 pacientt se sekundarni FSGS (pietizeni ledviny, po
traumatu, pusobeni 1é¢iv) k rekurenci onemocnéni nedosSlo (94). V této studii také
popsali vztah mezi hladinou serového albuminu v dobé dignozy a rizikem rekurence,
které je vyssi. Pokud je hladina albuminu v dobé diagndzy pod 25g/1, potom je riziko

rekurence vyssi (78%).

S vyjimkou pacientl s kongenitalnim nefrotickym syndromem zpiisobenym mutacemi
v genu NPHS1, kdy dochazi k vytvotfeni anti-nefrinovych protilatek (96), u pacientt
s FSGS s genetickym podkladem (2 homozygotni mutace) po transplantaci ledviny
prakticky nedochazi k rekurenci, jak bylo pospano vyse. (96). Protilatky proti podocinu

se po transplantaci nevyskytuji, protoze podocin nemé extracelularni doménu.

Niz§i rekurence FSGS zaznamenand ve starSich studiich by mohla souviset
s predpokladem, ze ur€ita Cast pacientd, diive zafazena do skupiny ,,idiopatické* FSGS
ma ve skuteCnosti néjakou formu genetické FSGS (97). Rozvijejici se moznosti
diagnostiky, DNA testovani a také stdle se rozSifujici portfolio vySetfovanych genli
mohou Vv budoucnu objastnit vztah mezi etiologii FSGS a rizikem rekurence tohoto
onemocnéni po transplantaci ledviny. Pro nd$ soubor pacientl bude jisté velmi zajimavy

vyvoj klinického stavu pacientky s mutaci V290M po transplantaci ledviny.

V roce 2005 vypracovala americka skupina doporuceni pro vyhodnoceni miry rizika

rekurence FSGS u daného pacienta, kter¢ je stale platné (92). Obr.14.
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Obr.14: Vyhodoceni miry rizika rekurence NS ve §tépu ledviny — pievzato z (92)

Pokud se jedna o piibuzenskou transplantaci ledviny, méli by byt i ptibuzni vySeteni
stran mutaci v NPHS2 genu. V pfipadé pacienta s homozygotni nebo slozenou
heterozygotni mutaci v NPHS2 genu a planované transplantaci organu od rodie je
nutno peclivé vazit riziko rekurence. Rodi¢ je v tomto ptipadé obligatnim nositelem
heterozygotni mutace a riziko rekurence je potom celkové vyssi. Vysledky vsak jsou
nejednoznacné, proto heterozygoti s NPHS2 mutaci na jedné alele mohou byt

pfibuzenskymi darci Stépu.

5.3. Polymorfismy v NPHS2 genu: p.R229Q, p.P20L
Polymorfismus p.R229Q je necast€jSim polymorfismem v NPHS2 genu u Evropani.

Tato zaména zpusobuje 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 (p=0,008) (98). Riziko bylo 2,77x vyssi.
V ptitomnosti alely p.R229Q. V pozdé&;jsi studii byla vSak asociace tohoto polymorfismu
s mikroalbuminurii u populace zdravych jedinct i u diabetikti vyloucena (99). Tento
polymorfismus ma cast&jsi frekvenci u severoameri¢and, evropani a evropskych

americ¢ant (4-7%) nez mezi afriCany, afroamericany a asiaty (0-1,5%), coz predpoklada
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vznik v Evropé, ackoli neni mozné rozpoznat geograficky pivod (100) 101)102).
V Evropské populaci byla nejvyssi frekvence p.R229Q polymorfismu popsana u
Francouzll 4,5%, Itald 3,2% a Spanéla 3,1%. (90), (103), (88). U Slovanii nebyla
frekvence polymorfismu zatim studovana. V naSi skupiné¢ pacientd byl tento
polymorfismus identifikovan celkové u 8,4% pacientii s FSGS, u 11,8% se SRNS a
u 10% pacient z kontrolniho souboru (v 1 pfipadé byl nalezen tento polymorfismus
V homozygotnim stavu), coz je relativné vysoké ¢islo, jehoz vyznam neni zcela jasny.
MiiZe se v nasi populaci jednat jiz o starou zaménu. Zda se, Ze pfitomnost heterozygotni
formy p.R229Q samotné nedokaze vyvolat FSGS, ale je mozmé, ze usnadiiuje vznik
onemocnéni v kombinaci s dalsi heterozygotni mutaci NPHS2. Pti relativné vysoké
frekvenci polymorfismu v kontrolni populaci by ovSem musel byt velmi Casty nélez
homozygotni formy p.R229Q u pacientli s FSGS, pokud bychom ptepokladali jeji

patogeneticky vliv, coz se ovSem v zadné studii nepotvrdilo (104).

Polymorfismus p.P20L nachézejici se v genu NPHS2 v 1. exonu byl vysetiovan také u
velké skupiny pacientl s riznymi diagndézami (71 pacientii FSGS/MCD, 169 pacientt
SIGAN, 46 pacienti s MGN a 300 kontrol). Incidence p.P20L varianty ve
vySetfovanych souborech jak ve studiich, tak v nasi skupiné pacientt, je nizka (0-1%)
(90), (105). Zameéna aminokyseliny prolinu za leucin se nachazi v nekonzervované
oblasti genu. V roce 2006 byl popsan haplotyp p.P20L s uréitou variantou NPHS2
promotoru (-535CTTTTTTS3), ktera je asociovana se snizenou expresi podocinu. (106).
Tento haplotyp byl nalezen pouze u pacientli s FSGS a méné Casto u pacient s IGAN
(P < 0.035). Mensi vyznam polymorfismu naopak piiklada Spanélska studie, ktera
nalezla p.P20L variantu v heterozygotnim stavu ve stejné frekvenci jak u pacient se
SRNS 0,75% (2/264) tak u kontrol 0,55% (2/360) (88). V nasi praci jsme nalezli
polymorfismus p.P20L v heterozygotnim stavu u 8,8% pacientd se SRNS, (celkové u
4,2% pacientd s FSGS), u 2,8% IGAN progresivni formy (ze vSech pacienti s IGAN
1,8%), u 1% pacientli z kontrolni skupiny. U jedné pacientky se SRNS byla nalezena
kombinace 2 polymorfismi p.R229Q a p.P20L. Nase vysledky jsou relativné Spatné
hodnotitelné. V kontrolni skupiné byl vyskyt nizky, ale u pacientti s FSGS a SRNS byl

vy$$i (ovSem bez statistické vyznamnosti).
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5.4. Vaskularni endotelovy ristovy faktor

U skupiny pacientt s FSGS/MCD, IGAN a MGN byly vySetfeny 2 polymorfismy
v promotoru genu pro VEGF. Byl zjistovan vztah mezi jednotlivymi alelami a
klinickymi udaji. Vybér glomerulonefritid byl proveden s ohledem na riizny typ vzniku
chorob. U MCD/FSGS a MGN je histologicky nizka aktivita zanétlivych a
proliferativnich zmén a nefroticka proteinurie. Naproti tomu je IGAN choroba
s charakteristickym nalezem vyraznych zanétlivych a proliferativnich zmén v renélni
biopsii a klinicky s nefritickym syndromem (kombinace proteinurie a erytrocyturie).

VEGF je diilezitym signalnim proteinem zapojenym ve vaskulogenezi a angiogenezi.

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 pacienti
s MCD/FSGS byla u pacienta s A alelou (genotyp AA a AC) v porovnani s CC
homozygoty zjiSténa vyssi glomerularni filtrace v dobé diagnozy. Tyto nalezy ukazuji
na negativni efekt CC genotypu -2578 C/A polymorfismu v promotou genu VEGF na
klinicky prabéh MCD/FSGS, protoze GFR vdobé diagnézy je dulezitym
prognostickym faktorem MCD/FSGS. Nenasli jsme ovSem Zadny dalsi vliv obou VEGF
polymorfismi na dal§i sledované parametry (proteinurie, hladina albuminu, hladina

serového kreatininu).

V ¢inské studii u 195 pacientti byl popsan vliv CC genotypu na pozici -2578 VEGF
promotoru na progresi IGAN (107). V nasem vzorku toto potvrzeno nebylo. V britské
studii, kterd se zaméfovala na pacienty po transplantaci ledviny byla zjiSténa vyssi
produkce VEGF u pacientil s -2578 C/C homozygotti a -1154 G/G homozygottii. VEGF
-1154 GG a GA genotyp byl signifikantn¢ asociovan s rizikem akutni rejekce po 3
meésicich (p=0,004). Dale VEGF -2578 CC a CA genotyp byl asociovan s vy$§im
rizikem rejekce (p=0,005). Tato data ukazuji, ze -1154 *G a -2578 *C polymorfismi
VEGF, které koduji vyssi produkei VEGF jsou siln€ asociované s akutni rejekei a mohli
by byt dulezitym ukazatelem rejekéniho rizika (81). Ve studii, ktera byla provedena jiz
drive v nasi laboratofi u 283 pacientd s autosomalné¢ dominanti polycystickou chorobou
ledvin (ADPKD) jsme pozorovali, Zze AA genotyp -2578 C/A polymorfismu byl
asociovan s lepsi prognézou onemocnéni urcité skupiny pacientd, ovsem obecné nebyl

nalezen vliv jednotlivych VEFG polymorfismti na progresi ADPKD. CG haplotyp byl

vvvvvv
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Nase znalosti o vlivu VEGF na rozvoj a progresi renalnich onemocnéni jsou ovSem
stale omezené. Ne&které studie zduraziuji asociaci urcitych VEGF polymorfismi
srozvojem primarnich glomerulonefritid (109), s poSkozenim glomerularnich funkci
(110) a s progresi renalni nedostate¢nosti k renalnimu selhani (111). Jiné studie ovSem
spiSe zduraznuji vliv VEGF na reparaci kapilar glomerulti u proliferativnich GN (112).
V klinické studii s 35 pacienty se systémovym lupus serythematodes (SLE) a lupusovou
nefritidou byla zjiSténa snizend intrarendlni exprese VEGF, ktera je asociovana s horsi
prognézou onemocnéni (113). Ve finské studii z roku 2000 byla studovana mocova
exkrece VEGF, bylo zjisténo snizeni exkrece VEGF u pacienti s aktivitou MGN.
Zmény souvisely s aktivitou onemocnéni - pii dosazeni remise ¢i parcialni remise
onemocnéni doslo opét ke zvyseni exkrece (114). Vlivy zménéné exprese polymorfismui

VEGEF jsou nyni zkoumany v mnoha oborech mediciny.
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6. ZAVER

Cilem projektu bylo zavedeni muta¢ni analyzy NPHS2 genu, ktera by se tak mohla stat
soucasti rutinni diagnostiky. Mutace a polymorfismy, které jsme nalezli, byly jiz diive
popsané v literatufe. U pacientll se vznikem FSGS/MCD v dospélém veku jsme nenasli
zadnou kauzalni mutaci v genu NPHS2. Prepokladame tedy, Ze tyto mutace nejsou
Castou pii¢inou FSGS/MCD v na$i populaci, coz je v souladu se studiemi z posledni
doby. Vysetfeni jsou provadéna s urcitym klinickym cilem. Obecné se zda, ze pacienti
s mutacemi v genu NPHS2 jsou vétsinou kortikorezistentni a i odpoveéd’ na dalsi
imunosupresi je velmi S$patna. Mutaéni analyza NPHS2 genu by proto méla byt
provadéna u vSech détskych pacienti se SRNS. Pokud bude nalezena homozygotni
nebo heterozygotni mutace na obou alelaich, mélo by byt zvazeno ukonceni
imunosupresivni terapie. Vysetfeni by méla byt provadéna i u pacienti pred
transplantaci  ledviny. Mnozstvi  genetickych  forem FSGS oproti dfive
diagnostikovanym idiopatickym formam onemocnéni bude jist¢ dale narGstat S nasi
detailngjsi znalosti moznych genetickych pficin (mutace v dalSich genech souvisejicich
s funkci podocytll). Jiz nyni se v na$i laboratoii bézné vysetiuji také geny ACTN4,

TRPC6, zavadi se mutacni analyza IFN2 a dalsi budou jisté nasledovat.

Vyznam polymorfismu p.R229Q neni zcela jasny. Pivodni asociace s mikroalbuminurii
nebyla potvrzena. Obecné je v evropské populaci pfitomen u 3-4%. U naSich pacientil
byl ovSem nalezen ve vys$Sim procentu (8-11%) a prekvapivé také u 10% pacientl
Z kontrolniho souboru. Relativné vysoka frekvence v kontrolnim souboru spiSe
naznacuje, Ze se nejedna o vyznamnou zaménu. Zda se, Ze pritomnost p.R229Q
polymorfismu spiSe usnadfiuje vznik postizeni v kombinaci s dalsi heterozygotni mutaci
NPHS2. Polymorfismus p.P20L se objevuje méné Casto (0-1%). V nasi praci jsme
nalezli polymorfismus p.P20L v heterozygotnim stavu u 8,8% pacienti se SRNS.

Vzhledem k malému poctu pacientti vysledky nemaji statistickou vyznamnost.

Co se ty¢e vlivu polymorfisma -1154 A/G a -2578 A/C v promotoru genu VEGF,
nenalezli jsme vnasem souboru pacientd signifikantni souvislost s progresi
FSGS/MCD, MGN ani IGAN. Byl pouze naznacen negativni efekt CC genotypu -2578
C/A polymorfismu VEGF na klinicky pribéh FSGS/MCD. Vlivy riznych VEGF
polymorfismi jsou zkoumdny napii¢ prakticky vSemi obory mediciny a pfinaSeji zatim

spise rozporuplné vysledky.
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