Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze

Katedra genetiky a mikrobiologie

Autozomalné dominantni polycysticka choroba ledvin a mutacni
analyza genu PKD1

Stanislava Svobodova

Bakalatska prace

Praha, letni semestr 2006

Skolitel: Ing. Jitka Stekrova



Obsah

A B S T R A K T .o, 2
Lo UVOD . e 3
2 PROJE VY AD P D ..o e 3
B GEN . 4
30 G PR D L. 4
3.2, G PR . oo 4

4. PROTEINOVE PRODUKTY GENU PKD1 APKD2.....ovoieieiiiaiai, 5
4.0, POIYCYSHIN- L. .o 5
4.2, POIYCYSHIN-2 . 6
5. FUNKCE POLYCY STINU ..ottt 7
5.1. Polycystinovy KOmIEX........coviuiiniiiiiiiii e, 7
5.2. Polycytin-2 jako intracelularni vapnikovy kanal.....................ocooeenen. 8
5.3. Interakce bunka-bufika / bunka-matriX. ... ..., 9
5.4. Signalni drahy... ..., 9
IR R O 1 T O 10
0. CYTOGENEZE . . ... 11
6.1. Proliferace @ apoptOzZa..........ovuviiiiiiiii i 11
(I N =) (= 1< T 13

7. FENOTYPOVA HETEROGENITA ONEMOCNENT...........oocoooiiii, 14
7.1. Modifikujict faktory. ... ..oooiiiiii 15
7.2. Teorie druh€ho UAErU. ........oee e, 16

8. VLASTNI PRACE .. ... ettt e, 17
8.1.VySetieny SOUbOT 0SOD. ... .oouiintiiti e 17
LI D Tc () ol 6101 1o} D 17
8.3 VYSIedKY ..ot 18
B4, DISKUZE ..o 19

8. S AV . .. 20

9. PODEKOV AN . ..o e 20
10. TABULKY A OBRAZKY ..ot 21

11. POUZITA LITERATURA . ... oo, 35



ABSTRAKT

Autozomalné dominantni polycystickd choroba ledvin (autosomal dominant polycystic
kidney disease-ADPKD) je jedno z nejcastéj$ich dédi¢nych renalnich onemocnéni, jehoz
hlavnim projevem je tvorba cyst v ledvinach. Tato nemoc muize byt zapti¢inéna mutaci v genu
PKD1 ¢i v genu PKD2. Gen PKDI1 se naléza na 16. chromozomu a je zodpovédny za 85-90%
pfipadi. Gen PKD2 je lokalizovany na 4.chromozomu. Proteinové produkty téchto dvou genti
polycystin-1 (PC-1) a polycystin-2 (PC-2) se nalézaji ptevazné na ledvinovém tubularnim
epitelu. PC-1 je membranovy glykoproteinovy receptor, ktery se ucastni signalizace na
bazalnim povrchu ve fokalnich adhezich, na laterdlnim povrchu v bunéénych adheznich
spojenich a na membrané primarniho cilia. Je schopen interagovat s mnoha proteiny,
karbohydraty a lipidy. PC-2 je transmembranovy protein, ktery mtize fungovat jako kationtovy
kandl. Tyto dva proteiny se mohou Ucastnit stejné signdlni drahy a tvofit polycystinovy
komplex. Jejich mutace vedou ke stejnému fenotypu, ale sriznym stupném poskozeni.
Detekce mutaci je velmi dulezity krok pro porozuméni molekularnich mechanismiit ADPKD.
V neduplikované oblasti genu PKD1 byla u 12 nepiibuznych rodin s ADPKD provedena
mutacni analyza metodou DGGE (denaturing gradient gel electroforesis) s néaslednou
sekvenaci. Byly detekovany 3 mutace a 4 polymorfizmy.



1.UVOD

Polycystické choroby ledvin jsou jednou z hlavnich pfi¢in rendlniho selhani (end-stage
renal disease-ESRD). Vyznacuji se pritomnosti mnohocetnych cyst v ledvinach. Mohou
vzniknout sporadicky jako vyvojova abnormalita nebo mohou byt ziskany v dospélosti.
Nejcastéjsi jsou formy dédi¢né. Trpi jimi asi 6,5 miliond lidi na celém svéte (Bissler JJ, Dixon
BP 2005). Dédicné formy jsou zpusobeny germinalni mutaci v jednom genu a dédi se podle
Mendelovych zakont. Patii mezi né¢ autozomalné¢ dominantni (AD) a autozomalné recesivni
(AR) polycystické choroby ledvin, dieniova cystickd choroba a nefronoftiza. Vubec
nejcastéjSim dédicnym onemocnénim ledvin je polycystickd choroba AD typu (autosomal
dominant polycystic kidney disease-ADPKD). Je to pomalu postupujici porucha, ktera se
vyskytuje v populaci s frekvenci 1:500-1:1000 zivé narozenych déti (Manno M 2005, Merta
M, Reiterova J et al. 2004, Pei Y 2005). Je diivodem pro hemodialyzu u 7 az 10% pacientil
(Wilson PD 2004) . V¢k zacatku nemoci, vaznost symptomd, podil postizenych, u kterych
dojde k ESRD, ¢i smrt jsou v této skupin€ nemoci velmi proménlivé.

Dnesni postupy se snazi vysvétlit mechanismus, ktery vede k témto onemocnénim, a
navrhnout nové postupy 1écby.

2.PROJEVY ADPKD

Mutace v genu PKD1 a PKD2 maji podobné patologické projevy. U pacientii s vazbou
onemocnéni na gen PKD2 se symptomy nemoci objevi pozd¢ji a tudiz k ESRD ledvin dojde u
mensiho poctu postizenych . Pfedpokladana délka zivota je u téchto pacientti delsi (69 let) nez
u pacientdi s vazbou onemocnéni na gen PKDI1 (53 let) (Pei Y 2005). Primérna zavaznost
onemocnéni u pacientli s mutaci v genu PKDI je stejna jak u muzi tak u Zen. Zeny s
poskozenym genem PKD2 maji lep$i prognozu nez muzi (vék nastupu ESRD u muzi je 68 let
a u zen 76 let) (Albert CM, Harris PC 2005). U 77% pacientu s ADPKD dojde k ESRD nebo
zemiou do 70 let (Merta M, Reiterova J et al. 2004).

Byly zaznamenany ptipady, kdy onemocnéni v rodin¢ s ADPKD nemélo vazbu ani na gen
PKD1 ani na gen PKD2. To poukazuje na moznost vazby této nemoci na gen PKD3-asi 5% ze
vSech ADPKD pfipadl (Jauregui AR, Barr MM 2005). Gen PKD3 jesté¢ zatim nebyl
identifikovan (Manno M 2005). Pacienti s mutaci jak v PKD1 genu tak v PKD2 genu
(transheterozygoti) maji horsi pribéh onemocnéni nez pacienti s mutaci pouze v jednom genu
(Wilson PD 2004).

Pro ADPKD je typické extrémné veliké cystické zvétSeni obou ledvin (obrazek 1). Vedle
pritomnosti sta az tisice ledvinovych cyst od 10 do 20 centimetrii v priméru jsou klinicky
signifikatni 1 cysty v jatrech (hlavné u Zen), jicnu, pankreatu, slezing, vajecnicich, varlatech,
nadvarleti, prostaté, §titné zlaze, moCovém meéchyfti, d€loze, mozku i v semindlnich vaccich,
coz muze byt u muzi spojovano S neplodnosti (Peces R, Venegas JL. 2005). Pacienti ¢asto trpi
hypertenzi, hematurii, polyurii, akutnimi ¢i chronickymi bolestmi beder nebo bficha, anémii,
nefrolitiazou (Merta M, Reiterova J et al. 2004), bolestmi hlavy, prolapsi mitralni chlopné
(Sessa A 2004) a jsou nachylni k opakovanym infekcim mocovych cest a k ledvinovym
kameniim (Wilson PD 2004). U téchto pacientl se az 5x castéji nez u normalni populace
objevuje intrakranialni aneuryzma a az o deset let diive u nich nastane subarachnoidalni
krvaceni zplsobené prasknutim aneuryzma (Kanne JP, Talner LB 2004). ADPKD mitize byt
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také spojena s rakovinou pankreatu (Naitoh H 2005) a s riznymi vaskularnimi nemocemi.

Kardiovaskularni komplikace jsou vubec hlavni pfi¢inou smrti u pacienta s ADPKD (Kip SN
etal. 2005).

3.GEN

Polycysticka choroba AD typu muize byt zpisobena celou fadou riznych mutaci v genech
PKD1 a PKD2, které jsou rozsifeny po celé jejich sekvenci. Zahrnuji delece, inzerce, posuny
¢tecich ramct, poruchy v sestfihu mRNA, nonsense ¢i missense mutace. VéEtSina mutaci jsou
nonsense mutace, které vedou k syntéze zkraceného proteinu. Mutace v genech PKD1 a PKD2
jsou pievazné jedine¢né pro jednotlivé rodiny.

3.1.Gen PKD1

Gen PKDI (MIM 601313), zodpovédny za ADPKD u 85 % rodin, se naléza na kratkém
raménku chromozomu 16 (16p13.3). Obsahuje 46 exonli a pokryva 52kb genomové DNA,
ktera koduje 14kb mRNA transkript z 12 909 nukleotidd. Vykazuje alelickou heterogenitu s
vice nez 200 riiznymi dosud identifikovanymi mutacemi. VétSina z nich je unikatni pro jednu
rodinu, coz ilustruje komplexni, na genu zalozenou diagnézu této nemoci. Vice mutaci zatim
priabéhem nemoci (prumérny veék nastupu ESRD v 5’oblasti je 53 let a v3’ 56 let). Tato
asociace neni vztazena k typu mutace, ale pravdépodobné ke Stépeni proteinového produktu
genu PKD1, polycystinu-1, na dva rizné proteiny, kde mutace ma na kazdou polovinu proteinu
potencialné rizné fenotypické nasledky (Albert CM, Harris PC 2005).

Dvé tfetiny PKDI1 genu maji minimalné 6 duplikati proximaln€ na 16. chromozomu, coZ
velmi dlouhou dobu komplikovalo muta¢ni analyzu. Pro muta¢ni analyzu exont 1-33 se
vyuziva dlouhé polymerazové fetézové reakce (long-range PCR) sjednim primerem
V duplikované oblasti a jednim v neduplikované oblasti s naslednym pouzitim hnizdové
(nested) PCR a detek¢nich metod DGGE (denaturing gradient gel electroforesis) nebo PTT
(protein truncation test). Pro amplifikaci useku obsahujici exony 34-46, které jsou jedinecné, se
pouzivé standardni PCR.

3.2.Gen PKD2

Gen PKD2 (MIM 173910) na 4. chromozomu (4921-23) ma 15 exont. Jeho genomova
sekvence zabira 68 kb a piepisuje se do 5,4 kb mRNA, ktera obsahuje 2 904 nukleotidii. Bylo
Vv ném nalezeno vice neZ 75 mutaci (Wilson PD 2004). Detekce mutaci v PKD2 genu neni
ztizena piitomnosti duplikati a k detekci mutaci se nejcastéji pouzivda metoda SSCP (single
strand conformation polymorphism), heteroduplexni analyza anebo pfiméd sekvenace. Jako
spolehliva detekéni metoda pro oba PKD geny byla jiz také pouzita DHPL (denaturing high-
performance liquid) chromatografie. Mutace jsou rozsifeny po celém PKD2 genu. Zatim
nebylo popsédno zadné misto, kde by se mutace vyskytovaly nejcastéji (tzv. hot spot). AvSak
velmi Casto jsou popisovany mutace v oblasti CpG dinukleotidi (hlavné v exonu 1), ktera
pfispivd moznou metylaci a néslednou spontanni deaminaci cytozinu na tymin k substitucim
aminokyselin (Merta M, Reiterova J et al. 2004). Protoze mutace v prvni velké extracelularni



smyc¢ce zpusobuji nejvetsi postizeni fenotypu, predpoklada se, ze tato ¢ast polycystinu-2,
proteinového produktu genu PKD2, ma dileZitou roli v interakcich s jinymi proteiny (Stekrové
Jetal. 2004). Mutace v genu PKD?2 jsou zodpovédné za onemocnéni asi u 14% rodin (Merta
M, Reiterova J et al. 2004).

4. PROTEINOVE PRODUKTY GENU PKDI a PKD2

4.1.Polycystin-1 (PC-1)

Jde o protein slozeny z 4 302 aminokyselin o pfedpokladané molekulové hmotnosti 460 kDa
s dlouhou extraceluldrni N-terminalni doménou (3 000 aminokyselin), 11 transmembranovymi
doménami (1 000 aminokyselin) a C-terminalnim intracelularnim koncem (225 aminokyselin)
(obrazek 2).

V extracelularni ¢asti PC-1 se naléza mnoho ruznych domén. Jedna se napiiklad 0 2 repetice
bohaté na leucin, které jsou schopné vazat kolagen, fibronektin a laminin, WSC (a cell-wall
integrity and stress-response component) homologni doménu, ktera podporuje domnénku, Ze
tento protein je schopny vazat karbohydraty, prvnich 16 imunoglobulinovych repetic (unikatni
PKD domény), které vazi receptor protein tyrozin fosfatdzy, doménu LDL-A (low-density
lipoprotein-A), C-typ lektinové domény, jejiz vazba na karbohydraty je zavisla na vapniku, 15
dalSich imunoglobulinovych domén s f listy a schopnosti vazat zatim nedefinované ligandy,
REJ doménu (receptor for egg jelly homology domain) a potencidlni proteolytickou oblast
(GPS), ktera se nachazi blize k membrané a v niz mize dochazet k rozstépeni PC-1 (Wilson
PD 2004; Wilson PD 2001; lgarashi P, Somlo S 2002).

Zanedlouho po zvetejnéni sekvence PC-1 védci, ktefi pracovali na fertilizaci jezovky, zjistili
vyznamnou sekvenéni homologii mezi PC-1 a proteinovym receptorem REJ ze spermatozoa
jezovky. UZ nazev tohoto proteinu napovida, Ze rozeznava proteiny ve slizovém obalu, ktery
obklopuje vajicko. Vazbou na svij cil aktivuje spermatickou akrozomalni reakci, pro niz je
charakteristicky rychly vstup kationt véetné¢ vapniku (Sutters M, Germino GG 2003).
Pfipomina to na vapniku zavislou signalizaci PC-1 (Delmas P et al. 2004).

PLAT (polycystin/lipoxygenasa/alfa-toxin) doména je lokalizovana v 1. cytoplazmatické
smycce mezi transmembranovymi doménami 1 a 2. Predpoklada se, ze je dalezita pro interakce
membrana-protein ¢i protein-protein. Bylo dokazano, ze tato doména interaguje s regulacni
podjednotkou kasein kinazy 11 (CK2B/KIN-10), kterd je schopnd modulovat funkci a cilidrni
lokalizaci PKD-2 C.elegans, coz je homolog lidského PC-2 (Hu et al. 2006).

C-konec polycystinu-1 obsahuje nékolik potencialnich mist fosforylace, ktera se
pravdépodobné uplatiiuji v pfenosu signalu, a nékolik mist pro vazbu rliznych proteinti. Mezi
tato mista patfi doména svinutého klubka, ktera zprostiedkovava vazbu s PC-2, G-protein-
aktivacni misto (GPAS), 2 na prolin bohaté oblasti (SH3, WW), specifickd tyrozinova mista
pro fosforylaci c-src a fokal adhezni kinazou (focal adhesion kinase-FAK), ktera se naléza
v komplexech fokalni adheze, a serinova fosforylacni oblast pro proteinkinazu A (PKA) a
proteinkindzu X (PRKX). Tyto kinazy mohou fosforylovat PC-1 a tim regulovat jeho
signalizaci (Albert CM, Harris PC 2005).

Polycystin-1 mize byt §t€pen pisobenim mechanického stimulu. Timto $t€penim se uvolni
C-terminalni konec PC-1, ktery vstupuje do jadra a iniciuje signalni drahy (Chauvet V et al
2004).



Jako potencidlni ligandy vazajici se na PC-1 by mohly slouzit nckteré fokal-adhezni
proteiny. Napiiklad talin, vinculin, paxilin. PC-1 muze také interagovat s E-kadheriny,
kateniny, PC-1 a PC-2. Bylo by zajimavé zkoumat, zdali heterotypické interakce PC-1
s dal§imi adheznimi molekulami nebo hemofylni interakce s PC-1 dilezité pro prostorovou
intercelularni adhezi mohou regulovat polycystinovou signalizaci (Delmas P 2004).

Polycystin-1 je exprimovan v dospélych ledvinach méné nez béhem jejich vyvoje.
V dospélych ledvinach je lokalizovan piedevSim v oblasti sbérnych kanalkd na apikdlni a
lateralni strané bunék, kde se ucastni interakce buika-bunika. Béhem vyvoje ledvin se
vyskytuje nejvice polycystinu-1 v bazélni ¢asti buniky a zacastituje se hlavné kontaktu bunka-
matrix.

4.2 .Polycystin-2 (PC-2)

Polycystin-2 (obrazek 3) je tvoien 968 aminokyselinami s predpokladanou molekulovou
hmotnosti 110 kDa.

PC-2 se nachdzi pfevazné v ledvinach, ve svalech, neuronech, srdci, vajecnicich, varlatech
(Igarashi P, Somlo S 2002) a je také hojn¢ exprimovan v apikdlni membrané lidského
syncytiotrofoblastu, velmi slozité epitelidlni tkdné, kterd je esencidlni pro transport latek mezi
matkou a fetem (Montalbetti N et al. 2005). V dospélych ledvinach je polycystin-2
exprimovan vice nez polycystin-1, a to hlavné ve vzestupném raménku Henleovy klicky.

Ackoliv jeho funkce jako neselektivniho kationtového kanalu byla demonstrovana v mnoha
modelovych systémech, ptfesnd subceluldrni lokalizace polycystinu—2 V tubularnich
epitelialnich buiikach ledvin je stale sporna. Existuji dvé hypotézy o jeho umisténi. Rikaji, Ze
PC-2 se nachdzi na endoplazmatickém retikulu, nebo na plazmatické membrané. Jak je ale
obecné znamo, jeho COOH konec obsahuje retencni signal pro endoplazmatické retikulum.
Mnoho mutovanych genil u pacientt s cystickou chorobou ledvin (mezi nimi i PKD2) koduje
proteiny, které byly detekované na primarnich ciliich. Protoze jesté nebylo prokazano, jestli
endoplazmatické retikulum zasahuje do primarnich cilii, je s velkou pravdépodobnosti
polycystin-2, alespon v tomto ptipadg€, ptitomen na membrané (Witzgall R 2005).

Transport PC-2 mezi endoplazmatickym retikulem a Golgiho apardtem miiZe byt smérovan
transportnimi proteiny PACS-1 a PASC-2 (phosphofurin acid cluster proteins), které se vazou
na kysely klastr v C terminalni doméné PC-2. Vazat se mohou pouze v tom ptipadé¢, kdyz PC-2
je fosforylovan kasein kindzou 2 (Delmas P 2005; Koettgen M, Walz G 2005).

N-oblast (224 aminokyselin) i C-terminalni ¢ast (288 aminokyselin) polycystinu-2 je
lokalizovéna intraceluldrné. Mezi témito oblastmi je 6 transmembranovych domén. C-
termindalni ¢ast obsahuje doménu svinutého klubka, misto pro fosforylaci a motiv zvany jako
EF ruce, ktery mize vazat vapnik. Transmembranové segmenty PC-2 jsou asi z 50% totozné
S poslednimi 6 z 11 transmembranovych domén PC-1 (lgarashi P, Somlo S 2002).

Pata smycka polycystinu-2 interaguje s proteinem Hax-1, ktery se vaze na F-aktinvazebny
protein, kortaktin, v kvasinkovém hybridu (Stekrova J et al. 2004). C-terminalni doména
interaguje ptimo s tropomyozinem-1 (Delmas P 2004) a se srde¢nim troponinem | (Koettgen
M, Walz G 2005). Tato oblast polycystinu-2 se také vaze na jiny polycystin-2
(homodimerizace) anebo na doménu svinutého klubka v C-terminélni oblasti polycystinu-1.
Vazba CD2 proteinu a PC-2 byla zjisténa béhem vyvoje ledvin, kdy CD2 protein pfispiva
k diferenciaci epitelovych bun€k v ledviné ve stadiu metanefros (Merta M, Reiterova J et al.
2004). PC-2 interaguje s CD-2 asociovanym proteinem (CD2AP), ktery reguluje endocytozu
receptoru 1 pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor. Dalsi studie budou muset ukazat, zdali
se CD2AP ucastni endocytozy PC-2 (Koettgen M, Walz G 2005). Polycystin-2 také interaguje
s proteinem PIGEA-14 (polycystin-2 interactor, Golgi- a endoplasmatic reticulum- associated
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protein s molekulovou hmotnosti 14 kDa) (Witzgall R 2005). PIGEA-14 ma schopnost vazat
se na jiny protein PIGEA-14 a na GM130. GM130 je periferni membranovy protein, ktery je
ptres vazbu s meristylovanym proteinem GRASP65 asociovan s cis-kompartmentem Golgiho
aparatu (Hidaka S et al 2004). Tyto interakce mohou reprezentovat dileZitou ¢ast transporni
drahy polycystinu-2. Jak N tak i C konec polycystinu-2 asociuji s a-aktininy, coZ jsou
aktinvazajici a aktinsvazujici proteiny dulezité v organizaci cytoskeletu, v bunétné adhezi,
proliferaci a migraci. A proto interakce mezi polycystinem-2 a o-aktininem mohou hrat
diilezitou roli v abnormalni bunécné adhezi, proliferaci a migraci pozorované u polycystické
choroby ledvin AD typu (Li Q etal 2005).

Primér péru polycystin-2-ového kandlu byl zjist€én pomoci prochézejicich organickych
iontd se zvySujici se molarni hmotnosti. Jeho minimalni rozmér se odhaduje na 11 A.
Vzhledem k této velikosti priméru se predpoklada, ze primarni stav tohoto kanalu in vivo je
zavieny, aby nedo$lo k vybiti kationtového gradientu pifes plazmatickou membranu a Kk
excesivnimu Uniku vapniku z endoplazmatického retikula (Anyatonwu Gl et al. 2005).

5. FUNKCE POLYCYSTINU

Polycystiny maji multifunkéni roli v riznych tkdnich a organech béhem embryogeneze a
dalsiho vyvoje. Pro lepsi porozuméni funkce polycystini je nezbytné nejprve identifikovat
S nimi interagujici proteiny.

5.1.Polycystinovy komplex

Protoze ADPKD s vazbou na gen PKDI ¢i gen PKD2 ma podobné patofyziologické
projevy, predpoklada se, ze polycystin-1 a polycystin-2 jsou soucasti multiproteinového
receptor/ion-kanalového komplexu. Na druhou stranu odli§na buné¢na a subcelularni exprese
polycystini poukazuje na to, Ze maji 1 nezavislé funkce (Delmas P. 2005).

Studie funkce polycystini jsou limitované nizkymi hladinami exprese endogennich
polycystini v nativnich buiikach a malym uspéchem v experimentech, kde se maji exprimovat
celé rekombinantni polycystiny. Tyto problémy opozdily vyvoj i€innych modelovych systéma,
ve kterych by polycystinova funkce mohla byt posuzovéana. Aby se piedeslo témto omezenim,
upfednostiiuje se snaha nadmérné exprimovat polycystiny v sympatickych neuronech, v nové
vyvinutém bunééném expresnim systému pro zjisténi funkce polycystinl. Tento pfistup ma
vyhody nad jinymi klasickymi heterolognimi systémy, protoZe sympatické neurony mohou
pojmout dlouhé transkripty (nad 14kb) a poskytnout rozmanité, dobie charakterizované
endogenni iontové kanaly (Delmas P 2004).

Spole¢na exprese PC-1 a PC-2 vCHO (Chinese hamster ovary) bunkach stimuluje
translokaci PC-2 na plazmatickou membranu a produkuje neselektivni kationtovy kanal, v
kterém polycystiny spolu interaguji pfes C konce (obrazek 4). Tento kanal je propustny pro
bivalentni a trivalentni kationty podobné jako homomericky PC-2 kanal. Zamezi-li se interakci
C koncu polycystint, kanalova aktivita neni pozorovana. To znamena, ze spojeni PC-1 a PC-2
je potieba pro transport PC-2 na plazmatickou membranu. Zdali PC-1 je ¢éast kanalového
komplexu, anebo plsobi-li pouze jako chaperon/kotvici partner, neni jest¢ zndmo (Delmas P
2005).
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Uvniti tohoto komplexu PC-1 a PC-2 na sebe reciprocné ptisobi. Zda se, ze asociace PC-1
potlacuje aktivitu PC-2, kterou je nutné kontrolovat, aby nebyla pro buiiku Skodliva. Na druhou
stranu vazba PC-2 na PC-1 reprimuje schopnost PC-1 aktivovat G-proteiny. Tato vzajemna
represe muze byt zviditelnéna pouzitim protilatek proti extracelularni REJ doméné¢ PC-1. Na
zaklad¢ téchto zjisténi je usuzovano, ze mutace v PC-1 ¢i PC-2, které rusi tvorbu
polycystinového komplexu, iniciuji abnormalni G-proteinovou signalni drahu v bunkach
koexprimujici oba polycystiny (Delmas P et al. 2001).

Aktivace PC-2 je dalsi otazkou, na kterou védci hledaji odpovéd’. Nelze vylouc¢it moznost,
ze regulace PC-1 proteinem PC-2 je zprostiedkovana zatim neznamym ligandem. Bylo
zjisténo, ze neni zavisld na G-proteinové signalizaci ani na signalizaci fosfolipazy C. Ve
spojitosti s dokazanymi interakcemi mezi PC-1 a PC-2 se nabizi feSeni, ze vztah mezi PC-1 a
PC-2 se odehrava pies konformacni zménu. To by znamenalo, ze shodna aktivace PC-2 a G-
proteinu je diky reorientaci C konci PC-1 a PC-2, kterd vede na jednu stranu k uvolnéni
vazebného mista pro G-protein a na druhou stranu ke konformacni zméné PC-2 kanalu. Avsak
presna molekularni stechiometrie polycystinového komplexu neni dosud znama (Delmas P
2004).

Celkovée se zatim uvazuje o 4 hlavnich signalnich drahéach, ve kterych spolu interaguji PC-1
a PC-2 (obrazek 5).

5.2.Polycystin-2 jako intracelularni vapnikovy kanal

V membran¢ endoplazmatického retikula PC-2 funguje jako vystupni vapnikovy kanal, ktery
zesiluje prichod véapniku iniciovany receptorem, ktery interaguje s inozitol 1,4,5-trifosfatem
(IP3). PC-2 spolu s ryanodinovymi receptory a receptorem vazajicim IP3 pusobi jako hlavni
kandly, které vypoustéji vapnik z endoplazmatického retikula v buiikach, kde je dilezita rychla
vapnikova signalizace. Proto aktivita PC-2 je esencidlni v drazdivych buiikach pro rychlou
odpovéd’ na stimuly (Koulen P et al 2005).

Kanal tvofeny PC-2 ma velkou konduktanci (80-160 pS) a je ptimo aktivovan
cytoplazmatickym vapnikem (Delmas P 2005).

Zatim jeSté¢ neni znamo, zdali doména EF ruce na C konci PC-2, kterd je schopna vazat
vapnik, se t€astni na vapniku zavislé modulaci PC-2. Je v§ak nutné poznamenat, ze mutantni
PC-2, ktery diky pfedcasné terminaci peptidického fetézce postrada C konec, ztréci citlivost na
vapnik (Delmas P 2004).

Fosforylace aminokyseliny serinu v pozici 812 polycystinu-2 kasein kinazou 2 ma za
nasledek vyznamné zvyseni citlivosti PC-2 kanalu na vapnik. Substituce serinu za alanin
(S812A), kterda vede k ztrate¢ fosforylace PC-2, posouvé zavislost na vapniku tim, ze PC-2
S812A ma maximalni pravdépodobnost otevieni v desetindsobné vyssi koncentraci vapniku
(3uM) nez nativni PC-2. Z toho plyne, ze maximalni pravdépodobnost otevieni PC-2 kanalu
divokého typu se odehrava v takovych koncentracich véapniku, pifi kterych nefosforylované
formy zlstavaji uzaviené. Tento mechanismus regulace ptedstavuje esencialni krok pro
normalni funkci PC-2. Nové nasyntetizované PC-2 v membrané endoplazmatického retikula
jsou pravdépodobné citlivéjsi na véapnik, protoze byvaji Casto fosforylovany. Jejich castcjsi
fosforylace je umoZnéna aktivaci kasein kindzy 2 proteinkindzou kasein kindzy 2, kterd je
prilezitostn¢ spojena s endoplazmatickym retikulem. Fosforylovany PC-2 ztraci schopnost
uniknout z tohoto kompartmentu. Pouze defosforylace serinu v pozici 812 usnadni jeho
translokaci na membranu. Proto je nepravdépodobné, ze by defosforylovana forma PC-2 byla
aktivovéna intracelularnim vapnikem, kdyZ je exprimovéna na plazmatické ¢i ciliarni
membrang (Delmas P 2005).
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5.3.Interakce bunika-buiika / butika-matrix

Recentni postupy ukazuji, ze polycystin-1 jako membranovy receptor je za a) lokalizovan
V lumenu na apikalnim primarnim ciliu (obrazek 6), za b) ze snimé morfogenetické signaly
z extracelularniho prostfedi na bazalnim povrchu bunék v komplexech fokalni adheze (obrazek
7), které zprostiedkovavaji buiika-matrix adhezi, vétvici tubulogenezi a bunénou migraci
(Albert C.M., Harris P.C. 2005), a za c) ze spolu s PC-2 se naléza v komplexech bunéénych
adheznich spojeni na lateralnim povrchu bunék (obrazek 8). Dosud neni znamo, zdali je PC-2
v adheznich spojenich lokalizovan v plazmatické membrané anebo v endoplazmatickém
retikulu blizko membrany (Delmas P et al. 2004).

Polycystin-1 je dulezity pro tvorbu desmozomu epitelidlnich bungk, kde zprostiedkovava
bunéénou adhezi. Jeho interakce s E-kadherinem v adheznich spojenich s cytoplazmatickymi
kateniny stabilizuje adhezni spojeni a zachovava plné diferenciovany rendlni epitel. Cetna
pozorovani ukazuji, ze v nepfitomnosti PC-1 nemohla byt desmozomalni spojeni fadné
sestavena a Ze Se V adheznich spojenich vyskytoval N-kadherin namisto E-kadherinu (Russo RJ
et el. 2005; Roithak T et al. 2004). E- kadheriny jsou dulezité v adhezi buika-buiika béhem
diferenciace tkani a jsou spojeny s aktinovym cytoskeletem asociaci s afy-kateniny (Sutters
M,Germino GG 2003). Z toho plyne, Ze abnormalni exprese polycystinu-1 zptsobuje poruchu
regulace celularnich adheznich komplext, coz vede ke zvySené proliferaci, ztraté polarity a
cytogenezi.

Aktivace PC-1 se odehrava pies tvorbu multiproteinovych komplexd a modifikaci
fosforylaci, které by mohly puasobit jako molekulovy pfepinac¢ urcujici, zdali PC-1 obohati
bunka-bunka ¢i buiika-matrix komplexy. Stimulaci intracelularnich transdukénich signélnich
kaskdd a regulaci fetadlni genové transkripce aktivuje PC-1 pfislusné bunééné déleni
epitelialnich bunék renélnich tubulli a normalni diferenciaci v ledvindch. Toto je poruSeno u
pacienttl s polycystickymi chorobami, coz ma za nasledek tvorbu cyst.(Wilson P.D. 2004)

Cystické PKD builky vykazuji zvySenou pfilnavost ke kolagenu typu II, kterda je
zprostiedkovana integriny (a2P1). Toto zjisténi nabizi otazku, jestli by PC-1 a/nebo PC-2 mohl
ovlivnit integrinem zprostiedkovanou signalizaci (Albert CM, Harris PC 2005).

5.4.Signalni drahy

Z pozorovani, ze mutace v genu PKDI1 ¢i PKD2 zpusobuji prakticky identické klinické
symptomy a ze PC-1 a PC-2 mohou spolu interagovat , se usuzuje, ze spole¢né funguji v jedné
signalni draze anebo jako partnefi v heteromernim polycystinovém komplexu. Piedpoklada se,
7e tyto komplexy jsou soucasti regulacni drahy, kterd se ucastni kontroly membranového
transportu iontd v cilovych tkanich poskozenych u ADPKD pacienti. Charakterizace funkce
polycystinovych komplexl je pomalé a naSe znalosti o interakci mezi rekombinantnimi PC-1 a
PC-2 jsou v soucasné dob¢ limitované. Dosud byla prokazana vzajemna regulace subcelularni
lokalizace PC-1 a PC-2 a modulace G-proteinové signalizace polycystinu-1 polycystinem-2
(Delmas P 2004).

Heterologni expresni systémy prokazaly, ze cely PC-1 aktivuje 4 hlavni tfidy G-proteinti
(Gat i, Gau g1, Gau's, Gouz13). Nejbéznéji interaguje s Ga i @ Ga s, které reguluji aktivitu
adenylat cyklazy (Delmas P 2005). Nenormalné exprimovany C konec polycystinu-1 mize
aktivovat i jiné tfidy G-proteinii (Rac 1 a cdc42), coz ma za nasledek modifikaci aktivity
transkripéniho faktoru AP-1 (aktivaéni protein-1) Vv kultivovanych renalnich epitelialnich
bunkach (Le NH et al. 2005). Studie C konce PC-1 ukazaly, ze C konec také mize vazat a
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stabilizovat molekulu RGS7 (regulator of G-protein signalling molecule), ktera je normalné
rychle degradovéana (Delmas P et al 2002).

Exogenni nadmérna exprese celého PC-1 v MDCK bunkach (Madin-Darby canine kidney)
ma za nasledek snizeni proliferacni rychlosti, zvySenou resistenci k apoptoéze a vyvoj vétvicich
se tubull spiSe nezli cyst. Tato mozna role PC-1 mlze byt spojena s aktivaci Janus kindzy
(JAK2) a signalnich transducerti a aktivatora transkripce (STAT) jedné tfetiny drahy, ktera
vede k zastaveni bunééného cyklu v Go/Gi fazi na PC-2 zavislym zpisobem (Sutters M,
Germino GG 2003; Albert CM, Harris PC 2005).

PC-1 stimuluje nuklearni translokaci transkripéniho faktoru NFAT (nuclear factor of
activated T cells) pfes G-proteinem zprostiedkovanou aktivaci fosfolipazy C a fosfatdzy
kalcineurin, jejiz aktivita je také zavisla na vapniku. Tato draha spojuje polycystin-1-novou
vapnikovou signalizaci s regulaci bunécné diferenciace a apoptozy pres NFAT cilové geny
(Delmas P 2005).

Z jinych pokustu na MDCK bunkach vyplyva, ze heterologné exprimovany PC-1 zrychluje
pokles bunécné odpovedi k vapniku, kterda byla vyvoldna ATP, zvySenim zpétné absorpce
vapniku do endoplazmatického retikula a naslednym sniZzenim stimulu pro vstup
cytoplazmatického véapniku. Je mozné, ze bunééna dediferenciace, sekrece tekutin a proliferace
mohou proto nastat pfi ADPKD jako nasledek poruchy homeostaze endoplazmatického
retikula, cytoplazmatické homeostaze a nenormalniho vstupu vapniku do bun¢k (Hooper K et
al. 2005).

Polycystin-1 je dulezity pro posileni ¢i udrzeni Wnt signalizace béhem dulezitych stadii
rendlni tubulogeneze. Jeho C terminalni konec aktivuje Wnt signalni drahu, kterd zahrnuje
inhibici glykogensyntazkinazy (GSK)! 3B a ndslednou posttransla¢ni stabilizaci solubilniho B-
kateninu, ktera vede k jeho akumulaci v cytoplasmé a v jadie. V jadie B-katenin interaguje se
¢leny TCF/LEF rodiny transkripénich faktort, které reguluji genovou expresi (Kim, E et al.
1999). Toto poukazuje na to, ze jemna souhra mezi polycystiny a E-hadherin/p-kateninovym
komplexem v laterdlni membrané je dulezita pro regulaci adheze, diferenciace a maturace,
esencialni kroky pro morfogenezi ledvin.

Intracelularni signalni drahy, které jsou aktivovany PC-1 a PC-2, jsou zobrazeny na
obrazku 9.

Genetické zmény polycystini mohou porusit polycystinovou signalizaci, a tim poskytnout
pravdépodobny mechanismus patogeneze ADPKD.

5.5.Cilie

Cilie jsou komplexni organely, které jsou vyplnény mikrotubuly. Jsou pfitomny na bunikdch
V primarnich smyslovych tkanich. Jsou zkoumany na tasach Chlamydomonas (Pan J et al.
2005). Ve fyziologickych ledvinach ma skoro kazdy bunéény typ 1 nebo 2 solitdrni primarni
cilium vypadajici jako apikalni vlas, ktery vy¢niva do lumenu tubuld. Defekty v proteinech
potiebnych pro uspofadani a funkci primarnich cilii (cystin, polaris, inverzin, kinezin II)
zpusobuji polycystickou chorobu ledvin (Delmas P et al. 2004). Vibec prvni klicovy nalez
spojujici primarni cilium s polycystickou chorobou ledvin bylo zjiSténi, ze polaris v orpk mysi
(Oak Ridge Polycystic Kidney (orpk) mouse - obsahuje mutovany Tg737 gen, ktery porusuje
expresi proteinu polaris) je ortologni k itraflagelarnimu transpotnimu (IFT) proteinu IFT8S8
v Clamydomonas. Dalsi poznatky pfichazeji ze studii na ortologech ADPKD gent C. elegans,
lov-1 a pkd2 (Albert CM, Harris PC 2005). Pohybliva cilia nejsou normalné exprimovana
renalnimi tubularnimi bunkami sav¢ich ledvin (Ong AC et al. 2005).

Soudi se, ze cilie funguji jako senzor toku, ponévadz se mohou reverzibilné ohybat podle
rychlosti toku vV renalnich tubulech. Ohyb cilia zpusobi vstup vapniku do bunky pies
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mechanicky senzitivni kandly v cilidrni membrang. Tento vapnikovy signdl je zesilen vstupem
dalsiho vapniku, ktery je indukovan inozitol 1,4,5-trifosfaitem a/nebo ryanodinovym
receptorem, z vapnikovych zasobnich kompartmenti a rozSifen do sousednich bunck pies
vodivé spoje. Podle toho se soudi, Ze cilie maji roli mechanoreceptort, které¢ preménu;ji energii
stimulu do zmény v iontové propustnosti. Tento mechanismus mechanotransdukce zavisi na
integrit¢ celkové cytoskeletarni struktury epitelidlnich bun¢k (Delmas P 2005).

B Yoder a jeho kolegové dokazali, Ze polycystin-1 a 2 jsou strategicky umistény na ciliich
kulturovanych renalnich epitelialnich bunék (Ong AC, Wheatley DN 2003). Zda se, ze pravé
PC-2 je tento mechanosenzitivni kanal, protoze mechanotransdukce je zablokovana
v piitomnosti specifickych protilatek proti PC-2 nebo v epitelidlnich buikach izolovanych
z PKD2 deficientnich mysi. PC-1 je pravdépodobné potiebny pro spravné cileni a translokaci
PC-2 na ciliarni membranu. Proto se ptedpoklada, ze polycystinovy komplex ptisobi jako
mechanotransducer, ktery miize reagovat na lumindlni rychlost toku ohybem cilii (Delmas P et
al. 2004) a tim regulovat velikost renalni trubice (Nishio S et al. 2005) (obrazek 10).

Defekt v ciliarni mechanosenzitivit¢ diky mutacim v genu PKD1 nebo PKD2 vede
k naru$eni hladiny vapniku a k ztraté normalni kontroly nad bunécnou proliferaci, ktera vede
k tvorb¢ cyst.

Cilie jsou tvofeny mnohondsobnymi cilidrnimi transportnimi drahami zavislymi na kinezinu
I, OSM-3 a KLP-6. Tyto drahy také lokalizuji cilidrni membranové proteiny jako polycystiny.
Ptedpokldda se, ze KLP-6 a polycystiny funguji jako evoluéné konzervované ciliarni
soucastky. Budouci studie KLP-6 slibuji nové cesty vedouci k porozuméni funkce cilii a
polycystické chorob¢ ledvin AD typu (Peden EM, Barr MM 2005).

Cilie jsou dulezité pro urceni levopravé symetriec béhem embryonalniho vyvoje (Praetorius
HA, Spring KR 2005).

6.CYTOGENEZE

U autozomalné¢ dominantni polycystické choroby ledvin vznikaji tisice sférickych cyst
riznych velikosti v kiife nebo dfeni ledviny dilataci kterékoliv ¢asti nefronu. Zpocatku se cysty
plni glomerularni filtraci, pozdéji ztraceji napojeni na nefron a dalsi rist cyst je zplsoben
sekreci tekutiny hyperplastickou epitelidlni vystelkou prevazné pies sekundarni chloridovy
transport (Ruggenenti P et al. 2005). Za expanzi cyst je zodpovédné prodlouzeni bunék a
Z vetsi Casti zvySeni jejich poctu. V pokro€ilém stadiu cytogeneze ztraci 75% cyst spojeni
S nefronem (Merta M, Reiterova J et al. 2004) (obrazek 11).

6.1. Proliferace a apoptoza

Kontrolovana rovnovaha mezi bunénou proliferaci a programovanou bunéfnou smrti
(apoptozou) je esencialni pro normalni rist a diferenciaci ledvin a pro udrzeni normélni rendlni
struktury po narozeni. Diky kombinované funkci polycystinil jsou fyziologické tubularni bunky
udrzovany ve stavu terminalni diferenciace a jejich proliferace je pfisné kontrolovana. Ztrata
funkce jednoho z proteinti zapfi¢inéna mutaci v genu PKD1 ¢i PKD2 zpusobi, ze tubularni
bunky se pfeméni do méné diferenciovaného stavu, ktery je vice nachylny k proliferaci, coz
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vede k tvorb¢ cyst. Nastésti tento stav neni spojen se zvySenym malignim potencialem. Cysty
se zveétSuji v pribéhu mnoha desetileti. Rendlni parenchyma a rendlni cévni systém je
progresivné ni¢en a mize nastat selhani ledvin ( Al-Bhala L, Akhtar M 2005).

Tato proliferace je spojena se zvySenou expresi PCNA (proliferating cell nuclear antigen),
Ki-67 a protoonkogenti c-myc a c-fos. Pomoci jejich imunoznaceni je V cystickych
epitelidlnich buiikach ADPKD pacientli detekovana vysoka mitoticka rychlost in vitro i in vivo
(Nishio S et al. 2005).

Na druh¢ strané¢ dochdzi v ADPKD ledvinach béhem cytogeneze ke zvySené apoptoze,
kterd miize zniCit vétSinu normalniho parenchymu, a tak dovolit proliferaci cystického epitelu.
Tato abnormalni apoptéza je doprovazena aktivaci proapoptotické kaspazy-3. (Merta M,
Reiterova J et al. 2004). Za pouziti krysiho modelu PKD (Han:SPRD krysi model) bylo
zjisténo, ze inhibice této kaspazy inhibitorem IDN-8050 snizuje apoptdézu a proliferaci
Vv cystickych a necystickych tubulech, inhibuje zvétSeni ledvin a cytogenezi a zmirfiuje ztratu
funkce ledvin, ¢imz zpomaluje prubéh nemoci pii PKD (Tao Y et al. 2005).

EGF (epidermal growth factor) hraje dilezitou roli v expanzi rendlnich cyst. Epitelidlni
buitkky cyst pacientii s ADPKD vykazuji zvySenou aktivitu ve vztahu k tomuto ristovému
faktoru. EGF je ligandem pro EGF receptor (EGFR), coz je receptor tyrozin kinaza (receptor
tyrosine kinase-RTK), ktera se vyskytuje na bazolateralni ¢asti membrany bun¢k tubulti, ale na
bunikach cyst se naléz4 na apikalni membrané (Sweeney WE Jr et al. 2003; Merta M, Reiterova
J et al. 2004; Tong Q, Stockand JD 2005) (obrazek 12). Jeho nadmérna exprese a abnormalni
lokalizace na apikalni (lumindlni) membrané bunék vytvari soustavny kolobéh autokrinni-
parakrinni stimulace, kterd vede k tvorbé cyst (Wilson PD 2004). ZvySend aktivita EGF
receptoru se studuje napiiklad na BPK (Balb/C polycystic kidney) mySich (Sweeney WE Jr et
al. 2003). EGF vazbou na sviij receptor aktivuje ERK (p42/44 extracellular signal-regulated
protein kinase/mitogen-activated protein kinase-MAP) drahu, ktera snizi amilorid-senzitivni
absorpci sodiku ptfes ENaC (epitelidlni heteromultimerni sodikovy kanal skladajici se z a, f a y
podjednotek ) bunck sbérnych kanalkt (Veizis IE, Cotton CU 2005). Nekteti autoii se
domnivaji, Ze EGF sniZzuje pravdépodobnost otevieni tohoto kandlu sniZenim mnoZstvi
fosfatidylinozitol 4,5-bisfosfatu v membrané (Tong Q, Stockand JD 2005). Jini zase, Ze
zpisobuje inhibici vstupu sodiku zvySenim intraceluldrniho vapniku (Shen JP, Cotton CU
2003). V protikladu s obéma nazory bylo zjisténo, Ze exprese ENaC je zvySena v luminalni
membrané orpk mysi. Jeho nadmérna exprese zpiisobuje hyperabsorpci sodikového kationtu,
ktera by mohla vysvétlit velmi nahly nastup zavazné hypertenze u vétSiny osob s ADPKD
(Olteanu D et al. 2005). EGF je také schopen stimulovat sekreci chloridového aniontu (Shen
JP, Cotton CU 2003). S pomoci mySich modelii je v souasné dobé snaha najit inhibitory EGF-
receptor tyrozin kindz, které by sniZzily jeji aktivitu, a tim by zpomalily expanzi cyst.

Dalsi ristovy faktor, jehoz exprese je zvySena ve tkani ADPKD pacienti je KGF
(keratinocyte growth factor), také znam jako FGF-7 (fibroblast growth factor-7) nebo HBGF-7
(heparin-binding growth factor-7). In vitro KGF stimuluje proliferaci epitelialnich bungk, které
tvoii vystelku cyst, regulaci exprese genll pro cykliny D1a P21(Wafl). Toto ukazuje na moZnou
roli KGF v patogenezi ADPKD (Mei C et al. 2005).

Proliferativni efekt na epitelidlni buiky in vitro maji 1 dal$i faktory. Cytokininy
produkované cystickymi bunkami, pfedev§im prostaglandiny E1 a E2, zvySuji intracelularni
hladinu cyklického adenozin monofostatu (cAMP). (Merta M, Reiterova J et al. 2004). cAMP
zvySuje proliferaci epitelidlnich bunck lemujici rendlni cysty tim, Ze aktivuje PKA (cAMP
dependentni proteinkinazu A), ktera fosforyluje/aktivuje B-Raf (kindza kindzy ERK/MAP
kinadzy). B-Raf néasledné¢ fosforylaci MEK (kindza ERK/MAP kinazy) aktivuje ERK
(Yamaguchi T et al. 2003). V bunkach z normalnich ledvin cAMP rust inhibuje (Yamaguchi T
et al. 2006). Ze studii vyplyva, Ze tuto transformaci cAMP rastového fenotypu z inhibice
proliferace na zvySenou proliferaci zpiisobuje exprese izolovaného cytozolického C konce PC-
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1 (Sutters M, Germino GG 2003) a Ze tento cAMP citlivy PKD fenotyp podléha defektim
normalni funkce PC-1. Recentni data ukazuji, ze pravdépodobné¢ kombinace sniZzeni hladiny
intracelularniho vapniku a zvySené hladiny cAMP v jinak normalnich epitelidlnich bunkach
muze vést k abnormalni proliferaci. Mozné vysvétleni se hleda v B-Raf, ktery lezi na
ktizovatce 2 signalnich drah, z nichZ jedna je regulovana vapnikem, ktery inhibuje MEK/ERK
pies PI3K/Akt (protiproliferativni), a druhd muze stimulovat MEK/ERK aktivaci pies
cAMP/PKA (proliferativni) (obrazek 9). Ocekava se, ze ztrata signalizace zavislé na vapniku,
ktera je kontrolovand PC-1, mad za nasledek odblokovani B-Raf. To by mohlo vést k B-
Raf/ERK aktivaci a buné¢né proliferaci v ptitomnosti cAMP. Poskozeni PC-1 by také mohlo
mit za nasledek snizenou Gai zprostiedkovanou inhibici adenylat cyklazy, coz by mohlo vést
ke zvyseni hladiny cAMP a k aktivaci proliferativnich drah (Delmas P 2005). Na modelech,
které¢ jsou ortology lidskych cystickych chorob ledvin, se zkoumé vliv antagonisti
vazopresinového receptoru V2 (VPV2). Zjistilo se, ze tyto antagonisté snizuji renalni hladinu
cAMP a inhibuji vyvoj renalnich nemoci, coz poukazuje na jejich mozné pouziti v klinickych
pokusech (Wang X et al. 2005).

Pro tvorbu cyst je také relevantni modifikovana aktivita transkripéniho faktoru AP-1
(aktivacniho proteinu-1) zptisobena nenormalni expresi polycystinu-1 v kultivovanych
renalnich epitelialnich bunikach (Le NH et al. 2005). Ale i polycystin-2 muze aktivovat na AP-
1 zavislou genovou transkripci. Ledvinova tkan pacientt s polycystickou chorobou ledvin a
hlodavéich modelti vykazuje zvySenou expresi c-myc, ktery pozitivné reguluje prothymosin o
(Pro alfa). Tvorbou transgennich mysich a klinickymi studiemi se hleda, jestli c-myc a Pro a
mohou piispét k vyvoji renalnich cyst (Li KJ et al. 2005).

Patobiologickou roli v lidské polycystické chorobé ledvin hraji i lyzofosfolipidy, které jsou
produkovany mnoha typy sav€ich bunék, napt. krevnimi destiCkami a makrofagy, jejichz
receptory jsou asociovany s G-proteiny (Kamanna VS et al. 2005). Také androgeny umociiuji
proliferaci rendlnich bunék a zvétSeni cyst, a to pies ERK1/2-dependentni a ERK1/2-nezavisly
signalni mechanismus v modelu Han:SPRD (Nagao S et al. 2005), ¢imz se muzské pohlavi
stava rizikovym faktorem pro ADPKD.

Stale jesté neni uplné jasné, zdali za vznik cyst zodpovida defektni polycystinovy komplex
jako kandl na primarnim ciliu anebo jako adhezni komplex ucastnici se zprostfedkovani
bunécéné adheze.

6.2.Sekrece

Kone¢né misto rendlni regulace sodikovych iontd a vody je sbérny kanalek, kde sodik
difunduje z urinarniho prostoru do jednotlivych bunék pies apikalni ENaC a znich je
transportovan Na*/K*ATPazou pies bazolateralni membranu vyménou za K* (Rohatgi R et al.
2003).

Tato elektrogenni pumpa je dulezitd pro tvorbu sodikového gradientu. Sodikovy gradient
reguluje dalsi iontové pohyby, které jsou spojené s transportem sodiku, a resorpci osmotické
tekutiny. V. ADPKD ledvinach se pIné funkéni Na'/K*ATPaza naléza na apikalni strané
tubularnich epitelidlnich bunék (obrazek 12) a Na*, K*, 2ClI" symportér je abnormalné
lokalizovan na bazalni membrané epitelu (Wilson PD 2004). To znamend, Ze vektorovy
transport sodiku je zde obracen. Sodik je transportovan od bazalni k apikalni membrané, coz
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vede k akumulaci luminalni tekutiny s naslednou tvorbou cyst (Wilson PD et al. 2000). U
zdravych dospélych jedincii je Na*/K*ATPaza heterodimericky, integralni membranovy protein
slozeny z alPl komplexi na bazolaterdlni membrané. Jak ve fetdlnich ledvinach tak i
V ledvinach pacientd s ADPKD je tato pumpa lokalizovana na apikalni membrané renalnich
tubuli a sklada se z a1P2 komplexii. Podle tohoto faktu je usuzovéno, ze u pacienti s ADPKD
dochazi k perzistentni expresi 2 izoforem. Specificky mechanismus pro tfidéni a polarizaci
Na*/K*ATPAazy neni jesté zcela objasnén. Velkou roli hraje asi jak pfimé cileni tohoto proteinu
do bazolaterdlni membrany, tak i nepfimé cileni s naslednou stabilizaci s nerozpustnymi
komponentami membranového cytoskeletu, ankirinem a fodrinem (Wilson PD et al. 2000).

V proximalnich tubulech a v tenké ¢asti sestupného raménka Henleovy kli¢ky jsou pfitomny
vodni kanaly aquaporiny AQP1, které umoziuji velikou propustnost pro vodu. Na bunkach
sbérnych kanalkl jsou lokalizovany AQP2 (Bachinsky DR et al. 1995). Oba tyto kanaly se
nalézaji v cystickém epitelu pacienti s ADPKD, ale nebylo shledano, ze by oba byly
lokalizovany v jedné cysté soucasné (Devuyst O 1996).

Zasadni roli v sekreci tekutin pravdépodobné hraje transport chloridovych iontl ptes CFTR
kanal (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ktery je regulovan cAMP. cAMP
stimuluje jeho membranovou expresi a fosforylaci proteinkindzou A. ZvySena sekrece
chloridovych ionti poskytuje elektrochemickou hnaci silu, kterd zprostfedkovava sekreci
tekutin v cystickém epitelu. CFTR je exprimovan ve fetalnich ledvinach ve velkém mnozZstvi.
V dospélosti je jeho tvorba snizena a nachdzi se Vv nizkych hladindich na Iumindlnich
membrandch proximdlnich a distdlnich tubuld. Studie s primarnimi epitelidlnimi kulturami z
ADPKD cyst demonstruji, Ze CFTR je exprimovéan na apikalni membrané cystického epitelu
(Nakanishi K et al. 2001).

U ADPKD pacienti mohou k sekreci prispivat vysoké hladiny ATP produkované
ATPsyntazou, ktera je lokalizovana na apikalni membrané bunék cilii. ATP-2 (B podjednotka
ATPsyntazy) asociuje s PLAT doménou PC-1, ¢imz mutze hrat uréitou roli v polycystinové
signdlni draze (Hu J, Barr MM 2005). ATP se vdZe na P2Y 24 purinergni receptory, které
aktivuji fosfolipazu C, zvysuji koncentraci intracelularniho vapniku a aktivuji kanaly, které
jsou regulovany véapnikem. Timto zpisobem miize ATP stimulovat sekreci choridovych
aniontll a prispivat k sekreci tekutin do cyst (Wildman SS et al. 2003).

Pokus na oocytech drépatky ukazal, ze C konec PC-1 mutze stimulovat aktivitu chloridového
kanalu a tim zvySovat sekreci chloridovych aniontti (Chernova MN et al. 2005).

7 FENOTYPOVA HETEROGENITA ONEMOCNENI

ADPKD vykazuje individualni prib&h onemocnéni, a to jak mezi rodinami, tak i v ramci
jedné rodiny. Vék ESRD se pohybuje od 2 do 80 let véku (Kyu-Beck Lee et al. 2000).
Interfamiliarni variabilita mize byt Castecné vysvétlena vazbou onemocnéni na gen PKDI1
nebo na PKD2. Piestoze fenotypovy projev mutaci v obou genech je shodny, pacienti s mutaci
v genu PKD1 mivaji hor§i prib&h nemoci - dozivaji se niz§iho v€ku (v priméru 53 let) nez
pacienti s mutaci v genu PKD2 (69 let) (Pei Y 2005).

Dulezity indikator zavaZnosti nemoci je také presna lokalizace mutace. Bylo zjisténo, ze
mutace nachazejici se od 0 do 7812 nukleotidu genu PKDI1 zplsobovaly signifikantné
pomoci néhoz 5" a 3" mutace maji rozdilny fenotyp, bude nezbytné pouzit riizné¢ experimentalni
pfistupy a dalsi epidemologické data.
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To, Zze zavaznost onemocnéni je rovné€Z velmi variabilni u pacientli s identickou mutaci,
Vv ramci jedné rodiny i u neidentickych dvojcat, odrazi vliv modifikujicich faktora, prostiedi,
anticipace (Casnéjsi nastup onemocnéni u potomku postizenych rodi¢i) a imprintingu (rozdilna
exprese genu v zavislosti na prenosu od matky nebo od otce) na pritbéh onemocnéni (Merta M,
Reiterova J et al. 2004). Pti¢inou by také mohla byt teorie dvojiho uderu. U PKD2 genu byla
nalezena korelace zavaznosti onemocnéni s pohlavim (Rossetti S at al. 2002).

Za nejpravdépodobnéjsi geneticky mechanismus individudlni manifestace onemocnéni je
V soucasné dob¢ povazovana segregace modifikujiciho genu (pfenos faktoru ve vazbé
S postizenym genem), ktery mad u cCasnéj$i manifestace snizenou schopnost oprav chyb
Vv genomu po replikaci. Mize to mit za nasledek cCastéj$i vznik somatické mutace i v druhé,
puvodné neposkozené alele (Merta M, Reiterova J et al. 2004). Alternativné by také tyto
faktory mohly poskytnout ochranny ¢i Skodlivy efekt na rendlni fenotyp ovlivnénim
polycystinovych signélnich transdukcnich drah, akumulaci tekutin v cystach nebo dal§imi
mechanismy, které se ucastni vyvoje ADPKD (Devuyst O 2003).

7.1.Modifikujici faktory

Modifikujici genetické faktory, které se studuji na mysSich modelech, jsou mimo jiné
polymorfizmy gent, které se uplathuji v patogenezi hypertenze u ADPKD. Jsou to
polymorfizmy genu ACE (angiotensin converting enzyme), ktery koduje enzym preménujici
angiotenzin I na angiotenzin II, syntdzy oxidu dusnatého (endothelial nitric oxide synthase -
eNOS) a adducinu. Potencidlni modifika¢ni role se také pfisuzuje genu CF kodujici CFTR.
Jeho ztrata by zfejmé vedla ke zpomaleni ristu cyst a zmirnéni ADPKD fenotypu (Persu A et
al. 2000).

Hypertenze je velmi Castd komplikace pacienti s ADPKD zptisobena aktivaci RAS (renin-
angiotenzinovy systém). ZvétSené cysty u ADPKD pacientl stlacuji rendlni arterie a tim
aktivuji RAS (Kyu-Beck Lee et al. 2000). Aktivace RAS v rané fazi patogeneze ADPKD muze
podpoftit rendlni poskozeni a riist cyst pfes intrarenalni vaskularni nemoc i pfes schopnost
angiotenzinu II potenciovat rlst tubularnich epitelidlnich bun¢k. Proto je dulezité objevit
existenci korelace mezi I/D (Alu inserce/delece) polymorfizmem v intronu genu ACE na 17.
chromozomu (Dijk MAV et al. 2000) a pribéhem onemocnéni. Nékteré studie prokazaly
zvySené riziko ESRD u pacientll homozygotnich pro alelu D. Jiné Zadnou korelaci nenasly
(Schiavello T et al. 2001).

ADPKD je spojovana s omezenim vazodilatace cév, kterd je pfipisovana snizené produkci
oxidu dusnatého (NO) z L-argininu endotelidlni NO sytazou (eNOS). eNOS je kdédovana
genem ENOS (NOS3), ktery se sklada z 26 exontli a je situovany na 7q36. Jeji aktivita je
kontrolovana hladinami vapniku a dal§imi kofaktory. Napftiklad estrogeny stimuluji jeji expresi
a tim i produkci NO. To by vysvétlovalo fakt, Ze i malé zmény v hladinaich NO mohou byt
dilezité v progresi renalni nemoci u muzi. Podle jiz zdokumentované role polycystint
v regulaci intraceluldrni vépnikové hladiny se navrhuje ucast polycystini na komplexni
regulaci eNOS. V soucasné dobé se nejvice studuje vliv 3 polymorfizmt. 1) glutamova
kyselina versus asparagova kyselina v pozici 298 (Glu298Asp), 2) v intronu 4VNTR (variable
number tandem repeats) a 3) v promotoru T-786. Vlastnictvi alely, ktera nese kyselinu
asparagovou V pozici 298, je spojeno se sniZzenou aktivitou eNOS a/nebo jejim rozstipnutim
V renélnich arterii muzi s ADPKD. eNOS kodovana touto alelou produkuje méné NO, coz
vede ke zvySeni endotelidlni dysfunkce. Predpoklada se, Ze tato snizend aktivita eNOS je
zpusobena postranslacni modifikaci a vétsi citlivosti k hydrolyze v pfitomnosti Asp na 298.
pozici (Persu A et al. 2002). V intronu 4 byly zjistény 2 alely: delsi alela b a alela a.
V nékterych studiich byl popsan ochranny efekt alely a na pribéh ADPKD. AvSak v jinych
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studiich nebyl nalezen zadny vliv polymorfizmu ani ve 4. intronu ani v promotoru T-786C
(Devuyst O 2003).

Adducin je heterodimericky membranovy protein, ktery je asociovan s cytoskeletem a ktery
podporuje vazbu spektrinu k aktinu na vapnik/kalmodulinu zavislym zptisobem. Tento protein
se skladd ze dvou podobnych podjednotek, a-adducinu (103kd) a B-adducinu (97kd), které
spolu tvofi dimery a tetramery. Protoze ovliviluje bunéfnou signalizaci a vyskyt
Na*/K*ATPasy, zda se, Ze by tento protein mohl hrat dilezitou roli v procesu hypertenze.
http://www.bms.ed.ac.uk/research/others/smaciver/Encyclop/ABPA/adducin.htm. Vliv jeho
polymorfizmu na pribéh ADPKD zatim nebyl zjistén.

Byly zaznamenany mirnéjsi fenotypové projevy v ADPKD rodinach vlastnici dvé vzacné
mutace v CF genu kodujici CFTR. Avsak detailni studie nejcastéjSich mutaci, AF508 a
polymorfniho TN lokusu v intronu 8, neukazaly zadny vliv na renalni progresi ADPKD (Persu
A et al. 2002; Devuyst O 2003).

Hlavni TSC (tuberous sclerosis) gen, TSC2, ktery koduje protein tuberin, lezi hned vedle
genu PKD1 na 16. chromozomu. Analyzy TSC pacientii se zdvaznou ADPKD ukazaly, ze
mnozi maji delece, které narusuji gen PKDI1 a gen TSC2, anebo Uplné¢ deletovany PKD1. Proto
se predpoklada synergisticka role téchto dvou genti pfi vyvoji cyst (Harris PC 1999) a moznost
ovlivnéni transportu PC-1 na lateralni bunéénou membranu tuberinem (Albert CM, Harris PC
2005).

Identifikace jednotlivych polymorfizml gent, které se ucastni patogeneze hypertenze a i
pfimo cytogeneze, mize mit terapeuticky potencial pti 1écbé ADPKD.

7.2.Teorie druhého tderu

Typické u ADPKD pacientil je, ze v prvnich dvou dekadach zivota je detekovano pouze
n¢kolik renélnich cyst, ale v paté dekade jiz jich mlze byt nalezeno sto az tisice se signifikantni
fenotypovou variabilitou. Byla také demonstrovana ztrata heterozygozity pro gen PKD1
Vv cystach, jejichZz vystelka byla monoklonaln€ odvozena. Podle téchto nélezl se usuzuje, Ze
germindlni mutace je nezbytnd, ale nedostacujici pro tvorbu cyst. A proto je potieba druha,
somatickd mutace v epitelidlni buiice, aby této butice poskytla ristovou vyhodu a aby mohla
proliferovat klonaln¢ do cysty. Z tohoto diivodu je ADPKD popisovana jako celularni recesivni
nemoc (Pei Y 2001; Pei Y 1999).

Aby teorie druhého tideru mohla fungovat, k druhym somatickym mutacim by muselo
dochézet velmi Casto. Mozné vysvétleni se naléza v intronu 21 genu PKD1. Tento intron
obsahuje neobvykle dlouhou (~2,5 kb) polypyrimidinovou sekvenci, kterd je zodpovédna za
nestabilitu a /nebo nachylnost k somatickym mutacim v genu PKDI a okolni chromozomalni
oblasti (Calvet JP 1998).

Zbyva objasnit, zdali je tento mechanismus druhého uderu jedind moznost pro generovani
cyst a jestli jsou somatické mutace vice dilezité pro expanzi cyst nez pro iniciaci jejich tvorby.
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8. VLASTNI PRACE

8.1.Vysetieny soubor 0sob

Mutaéni analyza neduplikované oblasti genu PKD1 (exon 34-46) byla provedena na
souboru probandl z 12 nepiibuznych rodin s ADPKD. Jednalo se o anonimizované vzorky
0s0b z rodin, které byly vySetfeny vazebnou analyzou genu PKDI1 a PKD2 v ramci rutiné
provadéné molekularné genetické diagnostiky v laboratofi Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky
1.LF UK a VFN v Praze. Molekularn¢ genetickému vySetfeni vzdy piedchazi geneticka
konzultace klinickym genetikem, v ramci které je podepsan pouceny souhlas s vySetienim
DNA. V 6 rodinach (¢.1,2,4,5,11,12) byla vazebnou analyzou jednozna¢né prokézana vazba
pribéhu onemocnéni. U téchto rodin nebyla vazba na gen PKD1 prokazana, protoze se jednalo
0 rodiny s malym poétem vysetfenych osob.

8.2.Detekce mutaci

PCR amplifikace vyizolované¢ genomové DNA byla provedena na pfistroji MyCycle
(Biorad) v celkovém objemu reakce 50 pl, za pouziti 50 pmol kazdého primeru, 200 pM
kazdého dNTP, komeréniho PCR pufru s (NH4)2SO4 a 1,0 jednotky Taq DNA polymerazy
(MBI Fermentas) ve 40 cyklech. Vzorky byly amplifikovany pfi anelacni teplot¢ od 60 do
68°C v zavislosti na amplifikované sekvenci. Hodnoty pouzité koncentrace MgCl,, DMSO a
anelaéni teploty pro amplifikaci jednotlivych tisekl jsou uvedeny v tabulce 1.

Pouzité sekvence primeri jsou uvedeny v tabulce 2. Aby se zvysila citlivost zvolené metody,
byl vzdy ptipojen GC—clamp k jednomu z paru primerti na 5° konec. Pro exony 34 az 42 a
exony 44 a 45 je navrzen vzdy jeden par primert, ktery je komplementarni k ptisluSnym
intronickym sekvencim. Pro mutacni analyzu exont 43 a 46, které jsou delsi, jsou navrzeny
vzdy dva pary primertl a jednotlivé amplifikované useky se prekryvaji. Cast A reprezentuje
5’oblast exonu a ¢ast B oblast 3.

Po provedeni kontrolni elektroforézy v agar6zovém gelu, bylo k PCR produktim ptidano
0,5 ul 0,5M EDTA. Nasledovala denaturace (95°C/10 minut) a pfiprava heteroduplext
(65°C/60 minut).

Heteroduplexy PCR produktd byly analyzovany metodou DGGE s pouzitim 6%
polyakrylamidového gelu. Linedrni gradient denaturantii byl pouZit v rozmezi od 50% do 100%
Vv zavislosti na analyzovaném fragmentu. 100% denaturacni polyakrylamid obsahoval 7M
mocovinu a 40% formamid. 10-20ul kazdého vzorku (heteroduplexu) podle mnozZstvi
naamplifikované DNA bylo separovéno s elektroforetickou barvou na gradientovém gelu pfi
konstantni teploté 1lazn¢ 60°C po dobu 4 az 6 hodin pti 160V. Hodnoty rozmezi pouzitého
gradientu a Cas elektroforézy jsou rovnéz uvedeny v tabulce 1. Po elektroforéze 16cm dlouhy
gel byl obarven ethidium bromidem (10 minut) a fotografovan pii UV detekci na piistroji UVP
ImageStore7500.

Vzorky, ve kterych byla separa¢ni metodou DGGE zjisténa pfitomnost abnormalniho PCR
produktu, byly nasledné sekvenovany. Sekvenace vSech abnormalnich produkti a k nim
pfislusnych negativnich kontrol byla provedena po piecisténi PCR produktl ziskanych
nezavislou PCR reakci purifikaénim kitem QIAquick (QIAGEN). Sekvenace v obou smérech
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byla provedena s vyuzitim sekvenac¢niho kitu BigDye Terminator (PE Apllied Biosystems) na
genetickém analyzatoru ABI Prism™ 310 (PE Apllied Biosystems).

Segregace detekované mutace/polymorfizmu s onemocnénim v rodiné byla provedena
DGGE metodou, restrikci ¢i sekvenaci. Aby se zjistilo, zda se domnélé missense mutace
v PKD1 nachézeji v konzervované oblasti, byla mista téchto nové nalezenych mutaci
porovnana s piislusnymi misty v genomu mysi Mus musculus a krysy Rattus norvegicus
pouzitim BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. BLAST je program, ktery vyhledava
identické sekvence u raznych organizmu.

8.3.Vysledky

Systematicky byla analyzovana 3" neduplikovana oblast genu PKD1 (exony 34-46) u 12
probandti metodou DGGE. Nalezla jsem 7 zamén, pravdépodobné 3 mutace a 4 polymorfizmy,
které jsou uvedeny v tabulce 3 a 4. Lokalizace mutaci je zndzornéna na modelu polycystinu-1
na obrazku 13.

8.3.1.missense mutace

U pacienta ¢.12 byla objevena substituce T za C (CTG>CCG) v nukleotidu 10 847 v exonu
37, ktera vede kzaméné nepolarni aminokyseliny leucinu za nepolarni cyklickou
a-iminokyselinu prolin v kodénu 3 616 (Leu3616Pro) (obrazek 14a).

Segregace V rodiné byla provedena DGGE metodou a onemocnéni segreguje s nalezenou
substituci (obrazek 14b). Porovnani sekvenci genu PKD1 ¢lovéka, mysi a krysy ukazalo, ze
aminokyselina leucin je konzervovana u téchto 3 druht.

U pacienta ¢.8 byl nukleotid v pozici 11 255 v exonu 39 zménén z G na A (CGG>CAG).
Tato zdména vede k zabudovani aminokyseliny glutaminu misto argininu v kodénu 3 752
(Arg3752GlIn), a proto kyseld aminokyselina je vyménéna za nepolarni (obrazek 15a).

V disledku  jednobodové substituce vzniklo nové restrikéni misto pro restrikéni
endonukleazu Pvull, ktera §tépi palindromatickou sekvenci CAG/CTG, a S jejimz vyuZzitim
byla provedena segregace Vv rodin€. Vznikla substituce jednoznac¢né segreguje s onemocnénim
Vv roding (obrazek 15b). Arginin je konzervovan v PKD1 genu ¢lovéka, mysi a krysy.

8.3.2.nonsense mutace

Objevena substituce T za G (TTA>TGA) u pacienta ¢.6 v nukleotidu 12 053 v exonu 44 ma
za nasledek vytvoreni stop kodonu namisto zabudovani aminokyseliny leucinu v pozici 4 018
(Leud4018X) (obrazek 16). Takto vznikly protein bude o 285 aminokyselin krat$i nez divoky
typ.

Segregace Vv rodiné byla provedena sekvenaci a onemocnéni segreguje s nalezenou substituci.
Tato mutace byla také nalezena u pacientova otce, u které¢ho bylo rovnéZ klinicky potvrzeno
polycystické onemocnéni ledvin.

8.3.3.polymorfizmy
V genu PKD1 byly detekovany 4 dal$i substituce (tabulka 4). Tii z téchto substituci, 10532

C>T (Ala3511Val) u probanda ¢.6, 12130 A>G (Ile4044Val) u probanda ¢.7 a 12001-34 C>A
V intronu 43 u probanda ¢.5, uz byly diive popsany jako bézn¢ se vyskytujici polymorfizmy.
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Zména baze v intronu 41, 11535-32 C>T, detekovana u probanda ¢.9 dosud nebyla popsana.
Segregace Vv rodiné ¢.9 byla provedena DGGE metodou. Vzhledem k tomu, Ze onemocnéni
nesegregovalo s nalezenou substituci a ze tato substituce je pfilis daleko od stfihového mista, se
piedpoklada, ze dand zdmena je polymorfizmus.

8.4.Diskuze

V souboru 12 nepfibuznych pacienti s ADPKD byla provedena analyza mutaci v
neduplikované oblasti genu PKDI1. Zatim vSechna dostupnd data poukazuji na to, ze az na
nekteré vyjimky kazda rodina ma vlastni unikatni mutaci a Ze mutace jsou rozsifeny po celém
genu PKD1 bez ,,hot spotii*“ (Ariyurek Y et al. 2003).

Detekce mutaci byla provedena screeningovou metodou denaturacni gradientové
elektroforézy (DGGE), ktera ma velmi vysokou citlivost (az 99%). Metodou DGGE lze vSak
detekovat pouze jednobodové substituce, kratké delece a inzerce v exonech a ptilehlych
oblastech intronti. Rozsahl¢ delece celych exontl, pfipadné vice exont ¢i celého genu a dalsi
intronické variace nelze zvolenou metodou detekovat; detekce téchto mutaci nebyla v feSeném
projektu planovana.

V tomto souboru pacientll byly nalezeny 3 dosud nepopsané mutace. 2 z téchto mutaci (u
pacienta ¢.8 a 12) jsou missense mutace, jednobodové substituce, v jejichz dusledku je
V nezkrdceném proteinu nahrazena jedna aminokyselina aminokyselinou jiného typu. U
pacienta ¢.8 je kyseld aminokyselina arginin vyménéna za nepolarni aminokyselinu glutamin
V intracelularni smy¢ce mezi 5. a 6. transmembranovou doménou. U pacienta €.12 je nepolarni
aminokyselina leucin nahrazena nepolarni cyklickou a-iminokyselinou prolinem
Vv extraceluldarni smycce mezi 6. a 7. transmembranovou doménou. Cyklicka
a-iminokyselina prolin ma konformac¢ni omezeni vyplyvajici z kruhové struktury pyrrolidinové
postranni skupiny, které je mezi 20 zdkladnimi aminokyselinami unikatni (Voet D, Voetova JG
1995). V rodinach (8 a 12) detekované mutace plné segreguji s onemocnénim. Pro publikaci
novych, dosud nepopsanych missense mutaci, je dilezité ovéfit, ze se tato mutace nevyskytuje
jako varianta u zdravé populace (kontrolni soubor - alespont 100 zdravych neptibuznych osob).
Tyto jednobodové substituce ve vysoce konzervované oblasti genu tvoii pfiblizné 1/3 mutaci
uvedenych v databazi HGMD http://www.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmd0.html.

Jedind nalezend nonsense mutace, jednobodova zaména, kterd vede k pfedasnému stop
kodonu a ke vzniku zkraceného proteinu se ztratou funkce, byla Leu4018X u pacienta ¢.6
Vintracelularni smyc¢ce mezi 9. a 10. transmembranovou domeénou. Vede ke zkraceni
polycystinu-1 o 285 aminokyselin. Takto zkraceny protein postrada 2 posledni
transmembranové domény a intracelularni C-konec, ktery normalné obsahuje nékolik
potencialnich mist fosforylace, uplatitujicich se pravdépodobné v ptenosu signalu, nékolik mist
pro vazbu riznych proteinti, doménu svinutého klubka, kterd zprostfedkovavd vazbu
s polycystinem-2, a G-protein-aktivacni misto (GPAS). Nonsense mutace tvoii zhruba 60%
mutaci uvedenych v databazi HGMD http://www.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmd0.html.
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8.5.Zaver

Detekce mutaci v genu PKD1 je velmi dulezitd, protoze nam umoznuje proniknout do
patogeneze onemocnéni a poskytuje nam vice informaci o funkci polycystinu-1. Do
budoucnosti mize ptispét ke kauzalni 1é€bé autozomalné dominantni polycystické choroby
ledvin. V soucasnosti detekce mutaci jednoznacné zptesniuje diagnostiku v ramci jednotlivych
rodin.

V souboru 12 nepiibuznych pacienti s ADPKD byly nalezeny 3 mutace a 4 polymorfizmy.
Vsechny 3 mutace jsou nové a pravdépodobné unikatni pro danou rodinu.
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10.TABULKY A OBRAZKY

Obrazek 1. Polycystické ledviny — mnohocetné cysty nahradily funkéni renalni parenchym
(Merta M, Reiterova J et al. 2004).

Obrazek 2. Struktura polycystinu-1; cervenym obdelnikem je vyznacena oblast polycysinu-1
odpovidajici neduplikované oblasti genu PKDI.
http://www.cimr.cam.ac.uk/medgen/pkd/pkd1/pkd1pic.htm
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Obrazek 3. Struktura polycystinu-2 (Wilson PD 2004).

Polycystin-2

Obrazek 4. Vzajemna asociace polycystinu-1 a 2 pies jejich C-terminalni oblasti

(Lakkis M, Zhou J 2003).
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Obrazek 5. Modely signalizace polycystinu-1 a 2 (Igarashi P, Somlo S 2002).

PKD1

Na obrazku A je PC-1 umistén v plazmatické membran¢ a interaguje s PC-2, ktery je
lokalizovéan na endoplazmatickém retikulu. PC-1 zde pravdépodobné funguje jako receptor
dosud jesté neidentifikovaného extraceluldrniho stimulu a predava signél do intercelularniho
prostoru buriky pies PC-2. Tato signalizace ma za nasledek aktivaci vapnikovych kanalt a
zvySeni koncentrace cytozolického vapniku, které spousti exocytdozu a zmény v genové
expresi. Na obrazku B jsou oba polycystiny umistény na plazmatické membrang. Aktivace PC-
1 vede k aktivaci PC-2, ktera zprostfedkovava vstup extracelularniho vapniku a tim zvySuje
koncentraci cytozolického vapniku. Obrazek C ukazuje PC-1, ktery ptsobi jako GPCR (G
protein-coupled receptor) a aktivuje Ga a uvoliuje Gfy podjednotku. Aktivace G proteinové
signalizace miiZe regulovat sekreci tekutin, proliferaci, bunéénou polaritu a diferenciaci. Na
obrazku D je zobrazena aktivace PC-1, ktera vede k aktivaci JAK-STAT signalni drahy a ktera
vyzaduje PC-2. Aktivace STAT]1 zpiisobi zvysenou transkripci p21€"PYWAFL 'inhibici Cdk2
(cyklin-dependent kinase) a zastavu bunééného cyklu v GO/G1 fazi (Igarashi P, Somlo S
2002).
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Obrazek 6. Komplexy polycystinu-1 (Wilson PD 2004).
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Obrazek 8. Polycystin-1 v adheznim spojeni (bunka-buika) (Delmas P et al. 2004).
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Obrizek 9. Intracelularni signalni dréhy aktivované PC-1 a PC-2. Cervené dréhy piedstavuji
drahy proliferativni, modré drahy drahy antiproliferativni (Delmas P 2005).
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GSK3b- Glycogen synthase kinase 3b, PKC-protein kinase C, STAT1-signal transducer and
activators of transcription-1, NFAT-nuclear factor of activated T cells, PI3K- phosphatidyl-
inositol 3-kinase, MEK-mitogen-activated protein kinase/ERK kinase, ERK- extracellular
signal-regulated kinase, PAK-cAMP-dependent protein kinase, P21\WAF1-supresor tumort,
JNK- c-Jun Nterminal kinase, PKD1L2s-kratka forma PKD1L2



Obrazek 10. Polycystiny v ciliich sav¢ich renalnich epitelialnich bun¢k
(lgarashi P, Somlo S 2002).
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Obrazek 11. Mechanismus tvorby cyst u ADPKD (Wilson PD 2004).
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Obrazek 12. Polarizace receptoru pro epidermalni riistovy faktor (Epidermal Growth Factor
Receptor-EGFR) a Na*/K*ATPazy v epitelu zdravého plodu, zdravého dospélého ¢lovéka a
pacienta s ADPKD (Wilson PD 2004).

Normal Fetus Normal Aduit Polycystic Kidney Disease

Na*/K+-ATPase -

wlfi2 alfl

Obrazek 13. Lokalizace mutaci identifikovanych v neduplikované oblasti genu PKD1;
znazornéno na modelu polycystinu 1.
http://www.cimr.cam.ac.uk/medgen/pkd/pkd1/pkd1pic.htm
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Obrazek 14a. Sekvenace mutace ¢.10847T>C identifikované v exonu 37 genu PKD1
Vv rodiné 12. Mutace méni kodon pro leucin v poloze 3616 na kodon pro prolin.

Normal Proband

N: Phe Ser Leu Val Ala N: Phe Ser Leu Val Ala
M. Phe Ser Pro Val Ala

T T CACT GET &6 6¢C T CT CACNGGT G GC
80 1 30 70 1 £
MMM AAM

N - nemutovana alela M - mutovana alela

Obrazek 14b. Segregace mutace ¢.10847T>C identifikované v exonu 37 genu PKD1
s onemocnénim v rodiné 12 metodou DGGE.

b
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@ - 0soby s Klinicky prokazanym polycystickym onemocnénim ledvin

/ - probandka

O - 0soby s vylou¢enym polycystickym onemocnénim ledvin

Obriazek 15a. Sekvenace mutace ¢.11255G>A identifikované v exonu 39 genu PKD1
v roding 8. Mutace méni kodén pro arginin v poloze 3752 na kodon pro

glutamin.

Normal

N: Glu Val Arg Leu GIn

T GCAG

Proband

N: Glu Val Arg Leu GIn
N: Glu Val GIn Leu GIn

N - nemutovana alela M - mutovana alela
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Obrazek 15b. Segregace mutace ¢.11255G>A identifikované v exonu 39 genu PKD1
s onemocnénim v rodin€ 8 restrikci restrikénim enzymem Pvull.
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Obrazek 16. Sekvenace mutace ¢.12053T>G identifikované v exonu 44 genu PKD1

v rodiné 6. Mutace méni kodon pro leucin v poloze 4018 na stopkodon.

Normal Proband
N: Lys Thr Leu Cys N: Lys Thr Leu Cys
N: Lys Thr STOP

|
!
\ LA ‘\/f\/\l

N - nemutovana alela M - mutovanad alela

Tabulka 1. Podminky PCR a DGGE k detekci mutaci v exonech 34 az 46 genu PKDI.

Exon PCR PCR PCR DGGE DGGE
anelaéni teplota| koncentrace MgClz| koncentrace DMSO| rozmezi gradientu| &as elektroforézy
34 62°C 1,5mM 10% 50 — 90% 5 hod.
35 68°C 1,5mM 10% 60 — 100% 4 hod.
36 62°C 1,5mM 10% 60 — 90% 6 hod.
37 68°C 1,5mM 10% 60 — 90% 5 hod.
38 62°C 1,5mM 10% 50 — 90% 4 hod.
39 60°C 1,5mM 0 60 — 100% 5 hod.
40 62°C 1,5mM 10% 60 — 100% 5 hod.
41 62°C 1,5mM 10% 60 — 100% 4 hod.
42 60°C 2,0mM 10% 60 — 100% 4,5 hod.
43A 60°C 1,5mM 10% 60 — 100% 6 hod.
43B 65°C 1,5mM 10% 60 — 100% 6 hod.
44 65°C 1,5mM 10% 60 — 100% 4,5 hod.
45 65°C 1,5mM 10% 60 — 100% 5 hod.
46A 65°C 2,0mM 10% 60 — 100% 5 hod.
46B 65°C 1,5mM 10% 60 — 100% 4 hod.
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Tabulka 2. Sekvence primeri k detekci mutaci v neduplikované oblasti genu PKD 1.

Primer Sekvence 5" — 3’

E34F Agg Agg ggg CTC TQAAGC TCACCC TT
E34R - GC |AAC CAC ggC TgC CTggCC TgAgTC CC
E35F ACT gCC CgC CCA ggT TAA CAT ggg CTT

E35R - GC |CAg Agg CAg CTC ACA ggg Agg ggC TA

E36F -GC |[CgCCTCTCACAgQgTCTgTCTCT

E36R 0Ag 999 gTg gCT TCA gAgggg TC

E37F ggC TgC CAg ggg TAg gCT ACA ggC

E37R - GC | CgA gAC ggA ggT ggC Agg ggC ACA gg

E38F - GC |TTg CCA AAg CCC TgC TgT CAC TgT ggg CTg

E38R CCT Agg gTC Tgg CTg gAC TAA Agg CAAAACT
E39F gTC TCT ggT ggC CgC TCACT

E39R - GC | gCT gCT CTC TCA ACA AgA ggA

E40F gCC gAA CCAgAg CTC Agg CgAgCT g

E40R - GC | CgT AgA CgC CCg ggg CCC TCg CTC TgC
E41F - GC |Cgg CCT CCT gAC CAg CCT ggC TC

E41R TAg gCC AgC ggg ggC Cgg Agg AgT g
E42F CAg CTg CAC AAC Tgg CTg gAC AAC A
E42R - GC |CCg gTg ggA ggC gCg ggg TCT ggC C
E43AF CAg CgT CTC ACC CCT CgC AgC gC

E43AR - GC | CgT ggC CgC CgT CAg CgC CaC CAg C
E43BF - GC | gCg TgC TgC ggC TCg gAg CCT ggg

E43BR TCT gTC TgC TTg CAg CCC Tgg ggT gTg
E44F - GC |Cgg Tgg gCg Cgg ggC Tgg gCg CA

E44R CgA CAC CAg TgA ggg CgT ACA gCT gA
E45F - GC | Cg Cgg CCg ggg Agg gCg TCT TAg CTC
E45R CTC AgT CAg TCC ggC TgC ACC CTg g
E46AF - GC | gAg Agg gAC ACg CCC TgggCT CTgC
E46AR ggC AAg gCg gCT ggg CAg TgC Tgg
E46BF - GC | CCC gTg gCC CAT CCC Cgg gCC TgC gg
E46BR TAC gTg CAg CCATTC TgC CTggCCC

Na 5" konci primeru je piipojen CG clamp o sekvenci: CgC gCC gCC gCg CCC CgC gCC
CgT CCCgCC gCC CCCgCC CCgggCCcCCgC



Tabulka 3. Identifikované mutace v neduplikované oblasti genu PKD1. Lokalizace mutaci

V proteinu je znadzornéna v obrazku 13.

Mutace Proband Exon Zaména baze | Zména v kodonu| Reference
1 12 E37 €.10847 T>C p.Leu 3616Pro | nepopsano
2 8 E39 €.11255 G>A p.Arg3752GIn | nepopsano
3 6 E44 €.12053 T>G p.Leud4018X nepopsano

Tabulka 4. Identifikované polymorfizmy v neduplikované oblasti genu PKDI.

Polymorfizmus | Proband Exon Zaména baze | Zména v kodénu Reference
1 6 E35 €.10532 C>T p.Ala3511Val Peral B etal. 1997
2 7 E44 c.12130 A>G p.lle4044Val Rossetti et al. 1996
3 9 IVSE41 | ¢.11535-32 C>T nepopsano
4 5 IVSE43 | ¢.12001-34 C>A Daniels et al. 1998
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