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Abstrakt

Zaméfili jsme se na studium polymorfizm({ v genech pro receptor vitaminu D (VDR),
parathormonu (PTH) a kalcium senzitivniho receptoru (CASR). Proteinové produkty téchto
genl vyznamné ovliviiuji kalcium—fosfatovy metabolismus a podili se na patogenezi jak

samotného diabetu, tak ledvinového poskozeni.

Cilem této studie bylo zjistit, zda nami zkoumané polymorfizmy gen(i VDR, PTH a CASR nejsou
spojeny s rizikem rozvoje diabetu mellitu a jeho ledvinovych komplikaci. Frekvence alel a
genotypl byly studovdny u jednotlivych skupin diabetickych pacientl s ledvinovymi

komplikacemi a bez ledvinovych komplikaci pomoci TagMan sond nebo metodou PCR-RFLP.

V porovnani se skupinou zdravych kontrol jsme zjistili, Ze polymorfizmus Fokl genu VDR je
rizikovy pro rozvoj diabetické nefropatie (P<10#). RovnéZ polymorfizmus BstBl genu PTH je
predispozicni pro rozvoj diabetické nefropatie (P=0,023). Drall polymorfizmus je predispozi¢ni
pro rozvoj diabetu a jeho ledvinovych komplikaci. U DN pacient( je haplotyp BBFFAATt genu
VDR zastoupen Castéji nez u zdravych kontrol (P=0,046), haplotyp BbFFAaTt je v porovnani se
zdravymi kontrolami castéji zastoupen u DM2 (P=0,018). Haplotyp BBDD se zda byt

predispozi¢nim faktorem pro rozvoj samotného diabetu (P=0,019).

Frekvence alel a distribuce genotypl polymorfizmi rs3804594 a rs1042636 genu CASR u
zkoumanych skupin pacient(i byly porovnavany s kontrolni skupinou zdravych darct krve a
s kontrolni skupinou nediabetickych pacientd s ledvinovym selhanim (NWD). Zjistili jsme, ze
polymorfizmus rs3804594 je rizikovym faktorem pro rozvoj samotného diabetu (DM2

P=0,002; NDRD=103) i nediabetického selhani ledvin (P=0,0005).

Polymorfizmy rs1501898, rs1801725 a rs7652589 genu CASR byly zkoumany pouze u diabetiku
1. a 2. typu bez komplikaci a porovnavany s kontrolni skupinou zdravych darca krve. Zjistili

jsme, Ze polymorfizmus rs7652589 je asociovan s diabetem 1. typu (P=0,0098).



Abstract

We chose to study polymorphisms of vitamin D receptor gene (VDR), parathyroid hormone
gene (PTH) and CASR gene whose protein products significantly affect calcium phosphate
metabolism and are implicated in the pathogenesis of diabetes, which may also involve kidney

damage.

The aim of this study was to find out whether the VDR, PTH and CASR polymorphisms are
associated with the risk of developing diabetes mellitus and its renal complications. The
frequencies of alleles and genotypes were studied in the groups of diabetic patients a with

and without kidney complications using either TagMan probes or PCR-RFLP.

Comparison of patients with diabetic nephropathy (DN) and healthy subjects identified
statistically significant difference for the Fokl polymorphism in VDR gene (P<10) and also for
the BstBI polymorphism in PTH gene (P=0,023). Drall polymorphism in PTH gene is associated
with the risk of developing diabetes and its renal complications. In DN patients, the BBFFAATt
haplotype of VDR gene was more frequent than in healthy subjects (P=0,046), and the
BbFFAaTt variant was more frequent than in DM2 patients (P=0,018). The BBDD haplotype of

PTH gene seems to be a predisposing factor for diabetes itself (P=0,019).

The allele frequencies and genotype distribution for rs3804594 and rs1042636 polymorphisms
CASR gene in the patient groups were compared with the control group of healthy subjects
and the control group of non-diabetic renal failure (NWD) patients. We have found that
rs3804594 polymorphism is a risk factor for the development of diabetes (DM2 P=0,002;
NDRD=1073) itself and for non-diabetic renal failure (P=0,0005).

Polymorphisms rs1501898, rs1801725 and rs7652589 CASR gene were studied only in type 1
and type 2 diabetes patients without complications and compared with the control group of
healthy blood donors. We have found that rs7652589 polymorphism is associated with type 1
diabetes (P=0,0098).
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1. Literarni prehled

1.1 Diabetes mellitus
Diabetes mellitus (cukrovka, DM) je skupinou chronickych, etiopatogeneticky

heterogennich onemocnéni se spoleénym rysem-hyperglykémii. Vznikd v duasledku
nedostatec¢ného ucinku inzulinu pfi jeho absolutnim nebo relativnim nedostatku a je provazen

komplexni poruchou metabolismu tukd, cukr( a bilkovin (Barto$ a Pelikdnova 2003).

1.1.1. Epidemiologie

Diabetes mellitus byl jesté v prvni poloviné 19. stoleti onemocnénim relativné ridkym.
Postupnd zména zZivotniho stylu ve 20. stoleti vedla k jeho prudkému vzestupu. Dnes hovofime
Casto o celosvétové epidemii diabetu prostupujici vSemi etniky. World Health Organisation
(WHO) zpracovava a vyhodnocuje udaje o celosvétovém vyskytu diabetu, a studie z roku 2014
udava 422 mil. nemocnych, které odpovidaji 8,5% populace ve véku od 18 let. Na vSech
kontinentech se ocekdva dalsi narlst tohoto onemocnéni, nejzietelnéji tam, kam pronika
»Zapadni“ styl Zivota se vSemi jeho dUsledky.

V roce 2013 se v Ceské republice Ié¢ilo s diabetem témér 862 tisic pacientl, co?
predstavovalo narlst prevalence o 20 tisic diabetik(i oproti pfedchozimu roku. Prevalence
tohoto onemocnéni u obyvatel Ceské republiky dosahuje 8,2 % a roste v dlouhodobém trendu,
stejné jako pocet jeho chronickych komplikaci.

U prevazné vétsiny pacientl s diabetem je diagnostikovan DM 2. typu (nezavisly na
inzulinu). Jednd se o typické onemocnéni stfedniho a vy3siho véku. Ke dni 31. 12. 2013 se v CR
[éCilo s DM 2. typu 789 900 osob. DM 1. typu je zjistén u necelych 7 % diabetikd, v roce 2013
to predstavovalo 58 901 osob, z toho 1 123 ve véku 0-14 let a 891 ve véku 15-19 let. Tento typ
diabetu zacina obvykle v mladsim véku a je pfi ném vyssi nachylnost k akutnim komplikacim.

Z celkového poctu 861 647 IéCenych diabetik( k roku 31.12. 2013, bylo 411 968 muzd,
a 449 679 Zen. Vy3§i Cetnost tohoto onemocnéni u Zen Ize v CR vysvétlit primérné vy$sim
vékem doziti (UzIS CR 2015). 25508 osob s diabetickym onemocnénim v pribéhu roku
zemrelo. Diabetes byl jako hlavni pfi¢ina umrti uveden 3 748 pripadech (Informacni systém

Zemveli, CSU).
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Obrazek. 1: Odhad celosvétového poctu dospélych diabetikd (20-79 let)

Jednotlivé barvy znazornuji odhad celosvétového poctu dospélych diabetik napti¢ vsemi
kontinenty. PocCet pacientl s diabetem se v poslednich tfech desetiletich zvysil ¢tyfndsobné. Asie je
hlavni oblasti, kde prudce nar(istd pocet diabetikd. Dalimi takovymi epicentry jsou Cina a Indie.

Jedna se o zemé, kam pronika zapadni styl Zivota se vSemi jeho dlsledky (Zheng et al. 2018).

1.1.2. Klasifikace diabetu

Soucasna klasifikace rozdéluje diabetes na 4 skupiny. Dalsi 2 skupiny jsou oznacované jako
hrani¢ni poruchy glukézové homeostazy (tzv. prediabetes) (American Diabetes Association

2010)

1) Diabetes 1. typu (DM1) véetné klinického pribéhu LADA (Latent Autoimmune Diabetes
in Adults)
A) Imunitné podminény (pozitivni autoprotilatky)
B) Idiopaticky (negativni protilatky)

2) Diabetes 2. typu (DM2)

3) Gestacni diabetes (GDM)

4) Ostatni specifické typy diabetu: monogenni diabetes-MODY; sekunddarni diabetes:
diabetes pfi chronickém onemocnéni pankreatu, pti imunosupresi, endokrinopatiich a

dalsich.
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Prediabetes:

1) Zvysena glykémie nala¢no (IFG, Impaired Fasting Glucose)
2) Porusena glukdzova tolerance (IGT, Impaired Glucose Tolerance)

3) Kombinace obou poruch (IFG+ IGT)
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Obrazek 2: Vyvoj prevalence diabetes mellitus v CR na 100 000 obyvatel v letech 1993-2013
Data za rok 2014 nebyla ze stejného zdroje publikovana. Ro¢ni vykaz mél z divodu technologickych
zmén sbéru velmi nizkou kompletnost. V ramci statistickych stanoveni se v CR kromé diabetu 1. a 2.

typu sleduje vyskyt sekundarniho diabetu (UzIS CR 2015).

1.1.3. Diagnostika diabetu

DM 2. typu probiha dlouhou dobu asymptomaticky, a diagndza byva c¢asto stanovena
nahodné, vramci vySetfeni na jiné onemocnéni. Laboratorni diagnostika je zaloZena na
stanoveni glykémie jako jednoduchého parametru. Normalni hladina glykémie nalac¢no je <
5,6 mmol/l. Podle WHO je diabetes metabolickou poruchou charakterizovanou hladinou
glykémie nalaéno = 7,0 mmol/l a glykémii za 2 hodiny > 11,1 mmol/| pfi oralnim glukézovém

toleranénim testu (oGTT) s podanim 75 g glukdzy (American Diabetes Association 2010)
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1.2. Diabetes 1. typu

1.2.1. Patofyziologie diabetu 1. typu

Jednd se o onemocnéni, pfi kterém jsou postupné ni¢eny B-buriky Langerhansovych
pankreatickych ostrivkd vlastnim imunitnim systémem. Destrukce B-bunék je zplUsobena
utokem CD8-pozitivnich cytotoxickych T-lymfocytd, ktery je fizen CD4-pozitivnimi pomocnymi
(helper) T-lymfocyty. Postupné dochazi k Uplné destrukci téchto bunék produkujicich inzulin,
coz vede k celoZivotni zavislosti pacienta na exogennim dodani inzulinu (Wang et al. 1991).
Pro autoimunitni plvod tohoto onemocnéni také svédci pritomnost autoprotilatek v krvi,
které jsou zaroven jednim z kritérii rozliSeni, zda se jednd o diabetes 1. nebo 2. typu. Tyto
autoprotilatky se samy o sobé nechovaji destruktivné. Autoprotilatky se nalézaji u 85-90 %
jedinci sDM 1. typu, zejména protilatky proti cytoplazmé ostravkovych bunék (ICA),
protilatky proti inzulinu (1AA), protilatky proti dekarboxyldaze glutamové kyseliny (GAD65),
protildtky asociované s inzulinomem-2 (lA-2A) a protilatky proti proteinu podobnému

thyrozin-fosfataze (Verge et al. 1996).

1.2.2. Dédicnost diabetu 1. typu

Dédi¢nost diabetu 1. typu ma polygenni charakter, kde se uplatruje jak vliv vnéjsiho
prostredi, tak slozka genetickd. Tyto 2 slozky spolu sloZitym, ne zcela jasnym zplsobem
interaguji. Miru dédi¢nosti DM1 dobre vystihuje konkordance mezi jednovaje¢nymi dvojcaty,
kterd se pohybuje v rliznych studiich od 22 % do 53 %, zatimco u dvojvaje¢nych dvojcat je to
od 2,5 % do 11 % (Kaprio et al. 1992).

Na zakladé pozorovani rizik byl navrien model, podle kterého je diabetes vazan
na jeden hlavni lokus s nékolika lokusy mensiho vyznamu, které plsobi epistaticky (Risch
1990). Pravé HLA systém predstavuje 50% riziko rozvoje diabetu a s uréitym sice mensim
prispénim (1/3) plsobi tzv. non-HLA geny. HLA systém byl nejprve popsan jako soubor gend,
jejichz produkty jsou klicové pro histokompatibilitu, tedy schopnost organismu ptihojit se
v organismu jiného jedince. Vyznamnou roli pro rozvoj autoimunitnich onemocnéni hraji
predevsim HLA geny Il. tfidy (DQA1, DQB1 a DRB1). Nejrizikovéjsi DR/DQ haplotypy jsou DR3-
DQ1*0501-DQB1*0201 (DR3) a DR4-DQA1*0301-DQB1*0302 (DR4), tyto haplotypy
predstavuji 30 %-50 % riziko rozvoje diabetu (Noble et al. 1996).
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Non-HLA geny lezi mimo HLA lokus a dosud bylo popsano vice nez 40 gen(. Mezi ty
nejvyznamnéjsi patfi gen pro inzulin (INS), gen pro cytotoxicky T lymfocytarni antigen 4
(CTLA4), gen koédujici tyrozin fosfatazu specifickou pro lymfoidni linii (PTPN22), gen pro
interleukinovy receptor 2a (IL2RA), gen kdédujici virovy senzor (IFIH1) a fada dalSich gen(

nedavno popsanych v celogenomovych asociac¢nich studiich (GWAS) (Todd et al. 2007).

1.2.3. Negenetické faktory asociované s diabetem 1. typu

Existuje rada faktord s prokazanym nebo predpokladanym vlivem na rozvoj diabetu 1.
typu. Samy o sobé nejsou pfimym etiologickym cinitelem. Riziko je rozdéleno mezi fadu
faktor(, které jsou Spatné definovatelné. Avsak v kombinaci s vnimavym genotypem mohou
prispét k celkovému obrazu diabetu.

Hygienickd hypotéza predpokladd, Ze snizujici se cetnost infekci a ndkaz v raném
détstvi a méné rlznoroda symbioticka stfevni mikrofléra mlze odchylit imunitni systém
smérem k autoimunité a atopii (Bach 2002, Gale 2002).

Jako potenciondlni spousté¢ DM1 byly oznadeny urcité virové infekce. Pfedevsim je jedna o
enteroviry, které vykazuji tropismus k lidskym pankreatickym ostravk{m in vivo a in vitro
(Tracy et al. 2011).

Dalsimi kandidatnimi faktory jsou cisafsky fez a pouZivani antibiotik v détstvi. Tyto
faktory se prolinaji svyvojem a funkci lidského mikrobiomu. Strevni bakterie ovliviuji
metabolismus tukd a glukdzy, imunitu a systémovy zdnét mimo stfevo (Wen et al. 2008,
Maslowski et al. 2011).

Predpoklada se, Ze i rizné dietni faktory se mohou podilet na rozvoji DM1. Podle
Svédské studie kratkodobé kojeni zvysuje riziko rozvoje autoimunity u 5-letych déti (Holmberg
et al. 2007). Dalsi studie toto nepotvrdily (Ziegler et al. 2003). Kojeni v obdobi, kdy jsou
kojencim do stravy zavadény obiloviny, snizuje riziko autoimunity ostrlivk( pankreatu a
diabetu 1. typu. Jako rizikovou potravinou bylo oznaceno kravské mléko. Studie vsak
neprokazaly Zadnou souvislost mezi DM1 a poddvanim kravského mléka v raném obdobi
Zivota (Holmberg et al. 2007).

Vitamin D ma vyznamnou funkci v regulaci imunitniho systému a byl proto zkouman
jako potencionalni ochranny faktor pfed rozvojem DM1. Bylo dokazdno, Ze vitamin D posunuje

rovnovahu odpovédi T-bunék smérem T-helper. Sezénni charakter diagndzy diabetu 1. typu
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by mohl byt vysvétlen sezonnimi vykyvy v produkci vitaminu D po expozici slunec¢niho zareni
(Weets et al. 2004).

Toxiny v potravinach by rovnéZz mohly aktivovat autoimunitni mechanismy u citlivych
jedinc. Seznam prvkl, chemikdlii a prirozené vyskytujicich se mykotoxinl spojenych
s moznym rizikem rozvoje DM1 je dlouhy. Nékteré studie poukazuji na moznou spojitost mezi
nitrosaminy, nitrity a nitraty obsazenymi ve vodé (Benson et al. 2010) a potravé (Dahlquist et
al. 1990), jiné studie toto zjisténi nepotvrzuji (Moltchanova et al. 2004, Muntoni et al. 2006,
Zhao et al. 2001).

Vyssi porodni hmotnost (Harder et al. 2009, Cardwell et al. 2010) a rychly narlst
hmotnosti ve véku 12-18 mésicl (Johansson et al. 1994, Hypponen et al. 1999) je spojen
s rozvojem diabetu 1. typu. Tato asociace byla pozorovdna ve skandindvskych zemich, nikoliv
v Némecku ¢i v USA (Magnus et al. 2015, Larsson et al. 2016). Hypotéza predpokladd, ze
nadbytek télesného tuku vede k rezistenci na inzulin v raném détstvi a mlzZe iniciovat
autoimunitu ostravkd pankreatu (Wilkin 2001).

Z bohatého vy¢tu moznych vnéjsich Cinitell je patrné, Ze hledat preventivni opatfeni

je témér nemoiné.

1.3. Diabetes 2. typu

1.3.1. Patofyziologie diabetu 2. typu

Hlavni podil na vzniku diabetu 2. typu u geneticky predisponovaného jedince
predstavuje kombinace 2 déju: rozvoj inzulinové rezistence v cilovych tkanich a porucha
inzulinové sekrece, pricemz kvantitativni podil obou poruch muize byt rozdilny. Inzulinovou
rezistenci (IR) rozumime poruchu ucinku inzulinu v cilové tkani, kdy normalni koncentrace
volného plazmatického inzulinu vyvoldva snizenou metabolickou odpovéd, zejména
v metabolizmu glukézy. Snizeny uUcinek nejprve slinivka kompenzuje nadbyteénou sekreci
inzulinu a hyperinzulinémii. Porucha glukézové homeostazy se projevi pouze pti neschopnosti
B-bunék pfimérené zvysit sekreci inzulinu. Pravé selhani B-bunék je rozhodujicim krokem k
progresi glukdzové intolerance a pozdéji k manifestaci diabetu. Bylo zjiSténo, Ze
morfologickym podkladem ubytku sekrece inzulinu a v pribéhu onemocnéni je apotdza, kterd

vede ke snizeni masy B-bunék (Deng et al. 2004).
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Hyperglykémie je soucasti tzv. metabolického syndromu. Metabolicky syndrom je souborem
klinickych, biochemickych a humoralnich odchylek, které zvysuji riziko aterosklerdzy, jehoz
projevem je inzulinovd rezistence, hyperinzulinémie a hyperglykémie (Kahn et al. 2005).
Nejcastéji je IR zplsobena obezitou. 90% diabetik(i je obéznich, avsak samotnd obezita
k manifestaci diabetu nestaci. Ke vzniku tohoto onemocnéni také pfispiva stres, nepravidelna

strava a malo pohybu.

1.3.2. Dédicnost diabetu 2. typu

Dédi¢né genetické faktory zahrnuji jak predispozici, tak rezistenci k chorobé. U tohoto
typu diabetu je dédi¢nost polygenni a riziko pfenosu na potomky neni tak presné vycisleno.
Problém je, Ze diabetes 2. typu vznika aZ v dospélosti a navic mlze dlouhou dobu probihat
skryté, proto mohou byt informace o jeho vyskytu v rodiné znaéné zkresleny. Na rozdil od DM1
ma incidence sv(j vrchol u muz(i mezi 45 a 65 lety, u Zen mezi 50 a 55 lety. Riziko manifestace
DM?2 je vysoké a je zavislé na dané populaci: ve vétsiné populaci se toto riziko udava v rozmezi
1-5 %. Nejvyssi byva u etnickych skupin americkych ¢ernochd, Mexi¢anu a Indian( (kmen Pima
Vv jizni Evropé.

Jestlize jeden rodi¢ ma diabetes 2. typu, riziko rozvoje onemocnéni u jeho ditéte je 10
%. Pokud oba rodice trpi diabetem, riziko pro jejich potomka je 70 % (Tillil et Kobberling 1987).
Konkordance u jednovajecnych dvojcat dosahuje 70 %, zatimco u dvojvaje¢nych je pouze 20
%-30 % (Kaprio et al. 1992). Nicméné podil konkordance u monozygotnich dvoj¢at mlze byt
zkresleny, protoZe oproti dizygotnim dvoj¢atim monochorionickd intrauterinni vyZiva

monozygotnich dvojcat zplsobuje rlistovou retardaci.

1.4. Komplikace diabetu

Pfed objevem inzulinu byla hlavni pfi¢inou smrti diabetiki dekompenzace diabetu. Po
objevu inzulinu Fredericem Bantingem v roce 1923 dochazi k revoluci v |é¢bé diabetu a
prodluZuje se vyznamné zivot pacientld. Na druhou stranu, dlouhodobd diagnéza diabetu a
jeho Spatnd kompenzace s sebou nese riziko rozvoje komplikaci. Cilem |éCby diabetu je
predchdzet akutnim komplikacim a s léty trvani diabetu i specifickym makrovaskularnim i
mikrovaskuldarnim komplikacim. Patogeneteze jak diabetu 1. typu, tak 2. typu je slozita. Oba

typy diabetu predisponuiji jedince k podobnému spektru komplikaci.
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1.4.1. Akutni komplikace diabetes mellitus
Akutni komplikace diabetu jsou pfihody nahle vzniklé a patfi mezi né hypoglykemické
a hyperglykemické stavy a jejich nasledky, tj. diabeticka ketoaciddza, hyperosmolarni syndrom

a laktdtova aciddza. Jsou to stavy tézké a Zivot ohroZuijici.

1.4.2. Pozdni chronické komplikace

Chronické komplikace délime na specifické a nespecifické. Mezi specifické patfi
mikroangiopatie projevujici se jako diabetickd nefropatie (DN), diabetickd retinopatie a
diabetickd neuropatie. Mezi nespecifické komplikace patti akcelerace aterosklerdzy a vetsi
sklon k riznym infekcim (zejména infekce mocovych cest, pyodermie, mykdzy). Zvlast typicka

komplikace s komplexni patogenezi je diabeticka noha.

1.4.3. Patogeneze chronickych komplikaci

Mezi zékladni rizikové faktory, které vedou k progresi specifickych i nespecifickych
komplikaci, patfi zejména dlouhodobd opakovana hyperglykémie a arteridlni hypertenze.
Patogeneze cévnich zmén souvisi s vystupfiovanym oxidacnim stresem, ktery postihuje
endotel jako cilovy organ. Hyperglykémie zpuUsobi zvySeny presun glukdzy z plazmy do
endotelové buriky pomoci glukdzovych transportérii GLUT1. V burice jeji zpracovani vyvola
v mitochondriich zvySenou tvorbu reaktivnich forem kysliku. Ty poté aktivuji nékteré
metabolické cesty, syntézu irreverzibilnich produktl glykace (AGE) (Nessar 2005), hexosaminu
(ziyadeh et al. 1994), sorbitolu (Williamson et al. 1993), nebo zvysi aktivitu proteinkinazy C
(Ischii et al. 1998), aktivuji MAPK v ledvinach a signalizaci NF-kB (Awazu et al. 1999).

Nékteré aminokyseliny jsou vice reaktivni nez jiné. Tato nachylnost ke glykaci souvisi
s jejich hodnotou disocia¢ni konstanty. Ke glykaci jsou nachylné;jsi proteiny s delsi Zivotnosti,
které se béhem Zivota témér vibec neobménuji, zejména proteiny o¢ni cocky zvané krystaliny
(Obsil a Pavlicek 1997). Jinym typem téchto proteint jsou kolageny. Zkoumana byla glykace
bazalni glomerularni mebrany, kterd byla u mysi trpicich diabetem mnohem vys$si nez u myssi
bez diabetu (Cohen et al. 1980). AGE mohou vytvaret mlstky mezi proteiny. Pentosidin vznika
jako produkt premosténi lysinovych a argininovych zbytk(. DalSimi takovymi produkty jsou

glyoxal-lysinovy dimer a metylglyoxal-lysinovy dimer (Frye et al. 1998).
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Obrazek 3: Uloha oxidaéniho stresu v aktivaci 4 klicovych biochemickych cest vyvolané
hyperglykémii

PFi hyperglykémii se uplatriuji 4 klicové biochemické cesty: (i) zvyseny tok polyolovou cestou, ve které
je glukdza redukovana na sorbitol; (ii) zvysena tvorba konecnych pokrocilych produktd glykace (AGE);
(iii) aktivace protein kinazy C (PKC) s ucinky v rozmezi od vaskuldrni okluze az po expresi prozanétlivych
gen(; (iv) zvyseny posun prebytkl glukdzy cestou hexosaminu zprostfedkujiciho zvysenou transkripci
genll pro zanétlivé cytokiny. VSechny cesty jsou aktivovany spolecnym mechanismem: nadprodukci

superoxidovych radikald (Ceriello 2011)

1.4.4. Diabeticka nefropatie

Klinicky je diabetickd nefropatie charakterizovdna perzistentni, postupné narustajici
albuminurii, hypertenzi a progresivnim poklesem glomeruldrni filtrace, ktera vede aZ ke
koneé¢nému selhani ledvin a nutnosti dialyzy. Navzdory vSéem opatfenim a intervencim, které
jsou dostupné pro diabetické pacienty, tj. metabolickou kontrolu diabetu, IéCivym
pripravkim-inhibitordm angiotenzin konvertujiciho enzymu, antagonistim angiotenzinovych
receptorll a antagonistlim mineralokortikoidniho receptoru, zlGstava DN nejcastéjsi pficinou
selhani ledvin v Evropé i v USA (de Boer et al. 2011; Rosolowsky et al. 2011).

VétSina pacientll vtermindlnim stadiu ledvinového selhani vykazuje sekundarni

hyperparathyredzu (SHPT), ktera se zhorsuje s trvanim renalni substitucni terapie.
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1.5. Diabetes a metabolismus vapniku

1.5.1. Uloha vapniku

Vapnik je nepostradatelnym prvkem v lidském téle. Jak extracelularni, tak
intracelularni uloZeni vapnikd ma svlj podstatny vyznam v mnoha biologickych procesech
(Brown et al. 2001). Kalcium je z 99 % uloZeno v kostni hmoté a zubech jako hydroxyapatit a 1
% je ve formé kalciovych iont(i soucasti vnitiniho prostredi organismu. V plazmé je vapnik ze
40 % vazany na proteiny (albumin, globulin), ze 13 % vazany na anionty (citrat, bikarbonat) a
ze 47 % je volné ionizovany. Koncentrace vapenatych iontl v séru (kalcémie) je 2,25-2,75
mmol/I a ionizovaného vapniku 1,1-1,4 mmol/l. lonizovana forma slouzi jako jedina aktivni
forma vapniku v plazmé. Kalcium ma mnohocetné biologické funkce. Nejznaméjsi je jeho
uloha pfi vystavbé a prestavbé kostni hmoty, dodava kostem pevnost a odolnost. Pravé kosti
slouZi jako depotni zasoba vapniku (Wang et al. 2006).

V extracelularnim prostoru zajistuje vapnik integritu plazmatické membrany a
vystupuje také jako dulezity kofaktor v proteinech, které jsou nezbytné pro srazeni krve, slouzi
jako adhezni molekuly nebo jako sekrecni enzymy, napf. trypsin (Brown et al. 2001).
Intracelularni vapenaté ionty aktivuji exocytdzu a slouzi jako mediatory svalové kontrakce
(Hofer et Brown 2003). Podili se na pfenosu vzruch(i v neuronech. Hraje zasadni roli v bunécéné
signalizaci, vapnik slouzi jako druhy posel, zprostfedkovava ucinek hormond, cytokinl a
dalsich mediatort (Berridge et al. 2000). Podili se na bunééném déleni, genové expresi,
energetickém metabolismu a starnuti bunky vazbou vapenatych iontl na intracelularni
senzory (Yanez et al. 2012), napt. na kalmodulin (Klee et Means 2002). Kazda z téchto funkci
je sama o sobé tak vyznamnd, Ze je pochopitelné, jak tésné musi byt hladina vapniku
regulovana. Cidlem vapnikové homeostazy je kalcium senzitivni receptor (CASR), ktery snima
odchylky v koncentraci Ca?*. Ten aktivuje dal$i systémy v ledvinach, stfevu a kostech, které

obnovi jeho fyziologickou koncentraci (Brown 2007).

1.5.2. Klicové slozky systému vapnikové homeostazy

Homeostdaza vapniku probihd na 3 Urovnich. Prvni slozku predstavuji vdpenaté senzory,
které méri hladinu vépniku a jeji odchylky (Brown 2007). Druhou slozkou systému jsou
hormony, které jsou bud pfimo, nebo nepfimo kontrolovany Ca?* senzory. Hormonalni
regulace hladiny vapniku je Uzce spjata s regulaci hladiny fosfatt a podili se na ném predevsim

parathormon (PTH) a jeho receptor (Potts et Gardella 2007), vitamin D (kalcitriol) a jeho
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receptor (Jurutka et al. 2001), kalcitonin a jeho receptor (Pondel 2000) a kalcium senzitivni
receptor (CASR), (Brown 2007) vazajici vapenaté ionty. Vedle téchto hormon( se pfi regulaci
kalcium-fosfatového metabolismu podileji hormony stitné Zlazy, trijodthyronin a thyroxin.
Dal$imi faktory ovliviujici hladinu Ca?* jsou estrogeny, androgeny, glukokortikoidy, prolaktin,
inzulinu podobny ristovy faktor IGF-1 a fibroblastovy rlstovy faktor FGF-23 (Berndt et Kumar
2009). Nejen hladina vapniku v plazmé, ale celkovy metabolismus vdpniku je fizen vyse
zminénymi hormony a faktory. Treti slozku predstavuji buriky v ledvinach, stfevu a kostech,
které umoznuji vektorovy pohyb védpenatych iontd smérem ven nebo dovnitt buriky, tak aby
byla zajisténa adekvatni absorpce vapniku ve stfevé, jeho uchovani v kostech a vylu¢ovani

prebytku Ca* modi.

1.5.3. Parathormon

Nejdulezitéjsim regulatorem kalcémie je parathormon. Je tvoren v pristitnych téliscich.
Mezi faktory zvysujici jeho sekreci patfi nizka hladina ionizovaného vapniku v plazmé. Sekrece
parathornonu je fizena jednoduchou negativni zpétnou vazbou podle hladiny kalcia v krvi.

Hypokalcémie predstavuje hlavni podmét pro syntézu a sekreci parathormonu.
PTH aktivuje zpétnou resorpci Ca?* v distdlnim tubulu a ve sbérném kanalku. Zvy3uje hladinu
vapniku v krvi odbouranim kostni hmoty osteoklasty (Bingham et al. 1969). Soucasné
zpUsobuje exkreci fosfatd (fosfaturii) prostfednictvim inhibice jejich vstfebavani
v proximdlnim a distdlnim tubulu ledvin (Greenwald et Gross 1925). V neposledni fadé pak

aktivuje v ledvinach syntézu vitaminu D3 v proximalnim tubulu (Garabedian et al. 1972).

1.5.4. Vitamin D

Syntéza aktivniho metabolitu vitaminu D, 1,25(0H)2D3 (kalcitriolu), je stimulovana
parathormonem, hypofosfatémii a hypokalcémii a inhibovdna hyperfosfatémii a
hyperkalcémii. Esencialni role kalcitriolu spociva ve zvyseni resorpce iontll vapniku ze stfeva
tim, Ze ve stfevni sliznici zvy$uje syntézu proteinu, ktery je zodpovédny za transport Ca* pfes
lumindrni membranu enterocytl. ZvySuje zpétné vstiebavani vapniku v ledvinovych tubulech

(Holick 2004).
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Obrazek 4: Regulace extracelularni koncentrace vapniku

Snizend extracelularni hladina vépniku a tedy i sniZeni aktivace CASR receptoru, vede k rychlému
zvySeni sekrece PTH. PTH aktivuje PTH1 receptor v ledvinach a kostech. PTH1R se nachazi v kostech
na osteoblastech a osteocytech. Uvolfiovani cytokin(l stimuluje osteoklasty v kostech k vyssi aktivité,
coz vede k demineralizaci kostniho materialu a k uvolfiovani vapniku do krve. V ledvindch PTH omezuje
vylu¢ovani vapniku modi (reabsorpci vapniku) a zvySuje vylucovani fosfatd. PTH stimuluje enzym
CYP27B1, ktery podporuje konverzi na aktivni metabolit 1,25-dihydroxyvitaminu D, zndmy jako
kalcitriol. Kalcitriol zplsobuje ve stfevé absorpci vapniku z traveniny do krve. Zvyseni hladiny
vapniku a kalcitriolu pUsobi na pfristitnd téliska a dalsi produkce PTH je inhibovdna negativni

zpétnou vazbou (oznacené prerusovanou Sipkou) (Mannstadt et al. 2017).

1.5.5. Kalcitonin (CT)

Kalcitonin je vylucovany parafolikularnimi bunikami stitné Zzlazy, a na rozdil od
predchozich 2 hormon(, kalcémii sniZzuje. Inhibuje aktivitu osteoklastl a snizuje tak
uvolnovani vapniku z kosti. V ledvinach zvysuje vylucovani iontl vapniku modi, ve strevé

blokuje jeho vstifebavani (Deftos et al. 1980).
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1.5.6. Interakce mezi Ca?* a fosfatovym metabolismem

Po objasnéni mechanism, které se podili na homeostaze Ca?* se o mnoho let pozdéji
stala predmétem vyzkumu regulace fosfatového metabolismu. Pred 15-20 lety byly
parathormon a vitamin D jedinymi dobfe charakterizovanymi reguldtory ovliviujicimi
fosfatovy metabolismu. Pozdéjsi studie odhalily nové tfidy hormond. V roce 2000 byl popsan
fosfatureticky hormon FGF-23 jako jedna z hlavnich sloZzek systému regulace hladiny fosfat(
(White et al. 2000; Shimada et al. 2001). FGF-23 patfi do rodiny fosfatonin( spolu s dalSimi
pUsobky: sFrp-4 (secreted frizzle-related protein), MEPE (matrix extracellular
phospoglycoprotein) a FGF-7 (fibrobast growth factor-7), (Berndt et Kumar 2009).

FGF-23 je produkovén vyhradné kostnimi bufikami. Je zfejmé, Ze se podili také na Ca?*
homeostdze. FGF-23 plsobi fosfatureticky, snizuje renalni reabsorpci fosfatl na strané jedné
a neovliviuje signalni transdukci prostrednictvim cAMP (jako je tomu u PTH).

FGF-23 je velmi silnym inhibitorem 1alfa-hydroxylace 25-(OH)D3. Parathormon i FGF-
23, pUsobi fosfatureticky (zvysuji rendlni exkreci fosfatd). V tomto je jejich ucinek shodny.
Avsak zatimco PTH zvySuje produkci kalcitriolu v ledvinach (stimuluje renalni alfal-
hydroxylazu), FGF-23 je velmi silnym inhibitorem tohoto enzymu, tj. vlivem FGF-23 se tvorba
kalcitriolu v ledvinach sniZuje (Shimada et al. 2004). Vysledny aditivni fosfatureticky efekt
obou hormon(i vede k progresivnimu zvySeni exkrecni frakce fosfatd a k udrieni
normofosfatémie az do terminalniho stadia selhani ledvin, avSak za cenu suprafyziologickych
koncentraci FGF-23 i PTH, cozZ je v kone¢ném dusledku pro organismus nepfiznivé (Gutierez et

al. 2005, Isakova et al. 2011).

1.5.7. Regulace sekrece PTH kalcium senzitivnim receptorem

CARS reguluje sekreci PTH na nékolika Urovnich, na drovni sekrece PTH, na Urovni
genové exprese PTH a na urovni proliferace PTH. VSechny tyto regulacni mechanismy jsou
stimulovany hypoglykémii a inhibovany hyperglykémii, jak dokazuji studie na knock-out
mysich (Ho et al. 1995), studie zabyvajici se inaktivujicimi mutace CASR (Hauache 2001) a

studie charakterizujici specifické aktivatory ¢i blokatory CASR (Nemeth 2002).
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1.5.8. Regulace sekrece CT kalcium senzitivnim receptorem

CASR reguluje sekreci kalcitoninu produkovaného parafolikuldrnimi burikami Stitné
zlazy (Kantham et al. 2009). Fudge a Kovacs ukazali posun doprava ve vztahu mezi cirkulujici
hladinou CT a hladinou sérového CT u knock-out heterozygotnich mysi v genu CASR (Fudge et
Kovacs 2004). Mysi knock-out v genech pro CASR a PTH nevykazovaly sekreci kalcitoninu
(Kanthan et al. 2009).

1.6. Kalcium senzitivni receptor

V roce 1991 publikoval Brown clanek, podle kterého bylo zifejmé, Ze hlavni buriky
priStitnych télisek jsou schopny rozpoznat a reagovat na malé zmény koncentrace
extraceluldrniho ionizovaného vapniku (Brown 1991). Kromé toho nepiimé dukazy
naznacovaly, Ze detekce vdpenatych iontu pfistitnych télisek je spjata s G-proteiny. Klonovani
kalcium senzitivniho receptoru v roce 1993 dokazalo, Ze iont vapniku mlzZe ve skutecnosti

slouzit jako extraceluldrni prvni posel (Brown et al. 1993).

1.6.1. Struktura genu

Kalcium senzitivni receptor byl poprvé naklonovan v roce 1993 z hovéziho pfistitného
téliska (Brown et al. 1993). Umisténi genu na dlouhém raménku tfetiho chromozomu bylo
stanoveno vazebnou analyzou, presnd lokalizace genu (3g13.3-21) pomoci in situ hybridizace
(Janinic et al. 1995). Gen je dlouhy pfiblizné 103 kb a tvoti ho 8 exonl (exony 1A, 1B a exony
2-7), (Garrett et al. 1995, Janicic et al. 1995). Exony 1A a 1B jsou nekddujici. CASR mRNA je
transkribovana z ¢asti 2. exonu, celych exonli 3 aZz 6 a Casti exonu 7. Byla publikovdna
sestfihova varianta receptoru postradajici 5. exon (Rodriguez et al. 2005).

V genu jsou 2 promotory, upstream promotor (P1) zahrnujici TATA box a CCAAT box a
druhy promotor (P2) zahrnujici SP1 box (Chikatsu et al. 2000). V obou promotorech byly
objeveny vitamin D-responzibilni elementy (VDREs), responzibilni motiv pro NF-kB a
transkripéni faktor ,glial cells missing-2“. Upstream oblast promotoru obsahuje elementy
Stat1/Stat3, které umoznuji reakci na prozanétlivé cytokiny IL-6 a interleukin-1B (Canaff et
Hendy 2002, Canaff et Hendy 2005).

Uzivani rozdilnych polyadenylacnich signalu v 7. exonu vede minimalné ke 2 rtzné dlouhym

3'UTR oblastem (Garret et al. 1995).
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Obrazek 5: Struktura genu CASR (A), jeho promotor (B) a strukturni usporadani proteinu (C)
CASR mRNA je transkribovana z ¢4sti 2. exonu, celého exonu 3-6 a ¢asti 7. exonu. Exony, které obsahuje
CASR protein jsou oznaceny zluté, netranslatované exony a jejich Casti, jsou oznaceny Sedé. Introny
nejsou kresleny v méfitku. Umisténi polyadenylacnich mista (AAA) v netranslatované oblasti 7. exonu
je vyznaceno Sipkami. Na obrdzku oznacené pismenem B je zndzornéno prostorové usporadani mezi
promotory P1, P2 (Srafované), netranslatovanymi exony 1A a 1B a jsou zde zvyraznéna vazebna mista
pro transkripéni faktory a rlizné regulacni elementy: C, CCAAT box; T, TATA box; A, Ap-1 misto; *, sérum
responsivni elementy; VRE, vitamin D responzivni elementy; G, glial cells missing-2 response element;
N, Spl misto; NF-kB, NF-kB responsivni elementy; S, STAT mista (S1 reguluji odpovéd' IL-6). CASR
protein (C) se sklada z extracelularni domény (ECD) obsahuijici signalni peptid (SP), Venus Fly Trap (VFT)
doménu a cystein bohatou doménu (cys), ktera je mlstkem (L) pfipojena k transmembranové doméné
(7TM), nasleduje intracelularni doména kédovana 7. exonem.

Obrazek prevzat z: http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_CASR.html

1.6.2. Struktura proteinu

CASR je 120 kDa objemny protein zakotveny v cytoplazmatické membrané buriky. Na
bunécném povrchu se protein vyskytuje vétSinou ve formé dimeru, jehoZz monomerické
podjednotky jsou kovalentné spojeny disulfidickymi mastky (Bai et al. 1999; Zhang et al. 2001,
Pidasheva et al. 2006).
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CASR patti do treti C rodiny membranovych receptord sprazenych s G proteiny (G
protein-coupled receptors, GPCRs) s charakteristickou strukturou, zahrnujici sedm
transmembranovych klicek (TMD), C-terminalni intracelularni a N-terminalni extraceluldrni
doménu (Garrett et al. 1995; Hu et Spiegel 2003).

Nejvétsi 612 aminokyselin dlouhd extracelularni doména (ECD) vaze ligand a obsahuje
2 ,lalo¢natou” Venus flytrap (VFT) doménu a doménu bohatou na cystein, nasleduje muistek
spojujici ECD s membranovymi a helixy se 3 intraceluldarnimi a 3 extracelularnimi klickami.
Koncovy a helix se pfipojuje na 216 aminokyselin dlouhou intraceluldrni doménu, ktera
zprostredkovava intraceluldrni signalizaci (Hu et Spiegel 2003).

VTF doména sdili sekvenéni homologii s bakteridlnim periplazmatickym proteinem a je
konzervovana mezi metabotropnimi receptory mGLU1 (Kunishima 2000), mGLU3 a mGlu7
(Muto et al. 2007) a GABAsg, podjednotka (Geng et al. 2012), které rovnéz patfi do rodiny C
receptorl spfazenych s G proteiny.

VFT zabezpecluje interakce potfebné pro dimerizaci receptoru a tvofi vazebnd mista
pro endogenni ligand. Vazba agonisty do Stérbiny mezi VFT laloky kazdého monomeru zpUsobi
jejich uzavreni. Rotace VFT dimeru prendsi konformacni zmény na cysteinovou doménu
receptoru, ktera umozinuje pohyb a-helix v membrané (Chakravaki et al. 2012). Na
vnitrobunécné strané asociuji smycky s G-proteinem, ktery v cytosolu aktivuje dalsi enzym.

Cysteinovd doména je tvofena 9 cysteiny. Sdili ji ¢lenové C rodiny GPRC protein(
s vyjimkou GABAgR1 receptoru. Propojuje domény ECD a TMD a je esencialni pro prenos
signalu, coz bylo dokdzano odstranénim této domény (Hu et al. 2000).

C-terminalni intracelularni doména je mezidruhové odlisna. Podili se na kontrole a
kooperaci CASR signalizace, na pohybu receptoru (traffiking) a jeho desenzibilizaci (Gama et
Breitwieser 1998, Bai 2004, Ward 2004).

Pro normalni expresi proteinu na povrchu bunky je dllezita dimerizace a N-glykosylace
nezralého CASR proteinu v endoplazmatickém retikulu. Extracelularni ¢ast receptoru obsahuje
11 potencionalnich glykosylac¢nich mist, z nichz je skute¢né vyuzivano pouze 8. N-glykosylace
probihd pfipojenim manézy pres amido- skupinu asparaginu v endoplazmatickém retikulu.
V této formé se posléze premistuje do Golgiho aparatu, kde je dale modifikovan komplexnimi
sacharidy a poté je ukotven v membrané (Ray et al. 1998).

Dimerizace receptoru je uskutecfiovana disulfidickymi vazbami a dalSimi intermolekuldrnimi

interakcemi (Zhang et al. 2001).
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Obrazek 6: Schématické znazornéni hlavnich topologickych znakii CASR

SP, signdlni peptid; HS, hydrofobni segment; PKC, protein kindza C. Na obrazku jsou vyznateny
missence a nonsense mutace zpUsobujici familiarni hypokalciurickou hyperkalcémii a autosomalné
dominantni hypokalcémii. Mutace jsou zapsany nasledujicim zplisobem: nejprve je uveden kodon pro

normalni aminokyselinu, poté jeho poradi a nasleduje mutovany kodon (Brown et al. 1997).

1.7. Ligandy a allosterické modulatory

CASR je schopen, kromé obligdtni vazby vapenatych iontl, vdzat celou rtadu
anorganickych a organickych ligandd, viz Tab. ¢. 2. Kromé vapenatych iontd je
nevyznamnéjsim aktivaitorem CASR Mg?*. Mezi agonisty patfi fada dalSich dvojmocnych a
trojmocnych kationt(: Sr?*, Ba%*, Gd3*, AlI3* (Brown et al. 1990, Brown et MacLeod 2001). CASR
je aktivovan organickymi polykationty, jako jsou polyaminy (spermin a spermidin) (Quinn et
al. 1997), polypeptidy polylysinem a polyargininem (Brown et al. 1991, Brown et al. 2001) a
amyloidnimi B-peptidy. DalSimi aktivatory jsou aminoglykosidova antibiotika (neomycin a

gentamycin) (Brown 1991, Nemeth 1990). Tyto ligandy, oznacované jako kalcimimetika 1.
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typu nebo také ortostericti agonisté, se mohou vézat na receptor i v nepfitomnosti Ca* &i

jinych ligandd.

Tabulka 1: Ortostericti agonisté a allosterické modulatory CASR (volné prevzato Colella et al.

2016)
Ortostericti agonisté
(Kalcimimetika 1. typu)
A. Kationty Gd3*, Eu3t, Th3*, Zn?*, Ni%*, Cd%*, Ca%*, Mg?*, Ba%*, SrZ*, Mn%*
B. Polyaminy spermin, spermidin, putrescin
C. Aminoglykosidova antibiotika neomycin, gentamycin, tobramycin, poromycin,kanamycin, ribostatin
D. Polypeptidy poly-L-arginin, poly-L-lysin, protamin, amyloidni B-peptid
Allosterické modulatory
(Kalcimimetika 2. typu)
A. L-aminokyseliny fenylalanin, tryptofan, tyrosin, histidin
Analogy glutathionu y-glutamyl-tripeptidy: glutathion, S-methylglutathion, S-propylglutathion
y-glutamyl-tripeptidy: y-Glu-Ala, y-Glu-Cys
C. Malé kalcimimetické molekuly prvni generace: NPS R-568, NPS R-467, AMG 073, AMG 416
druha generace: cinalcanet
treti generace: dibenzylaminova calcimimetika, R, R kalcimimetika B,
AC-265347
D. Malé kalcilytické molekuly NPS 2143, Calhex 231, ATF396, AXT914, ronacaleret, NPSP795, SB-423557,
SB-423562

Rozsahly vyzkum ved| k objeveni latek, tzv. allosterickych modulatort, které cilené
vedou ke zméné aktivity CASR. Pozitivni modulatory CASR se nazyvaji kalcimimetika a
negativni modulatory kalcilytika. Tyto moduldtory neovliviuji bézné se vyskytujici typ CASR
primo, nybrz zplsobuji posun krivky zavislosti u¢inku na koncentraci tak, Zze zvysi nebo snizi
citlivost receptoru CASR na extracelularni koncentraci volnych vapnikovych ionta.
Mechanizmus ucinku kalcimimetik spociva v tom, Ze po navazani latky na transmembranovy
segment CASR, dochazi ke konformacni zméné receptoru a zvySeni pfenosu neboli transdukci
signalu vyvolaného extracelularnim kalciem (Miedlich et al. 2004, Zhang et al. 2015).

Pravé kalcimimetika 1., 2. a 3. tfidy predstavuji IéCiva s vysokym terapeutickym

potencidlem (Nemeth et al. 1998, Kiefer et al. 2011, Kiefer et al. 2015, Nemeth et al. 2016).
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Po generaci kalcimimetik 1. tfidy, které predstavovaly derivaty fenylalkylaminu (NPS R-
568 a NPS R-467) obohatily klinickou praxi kalcimimetika 2. tfidy. Nejvyznamnéjsim
kalcimimetikem této tfidy je cinacalcet. Jeho hlavni indikaci je hyperparatyredza provazejici
selhani ledvin. Bylo dokazano, Ze tato latka plsobi pfimo na CASR na povrchu pfistitnych
télisek a zvysuje citlivost tohoto receptoru na extraceluldrni koncentraci vapniku. Vyhodou
cinacalcetu je, Ze vyvoldva pokles sekrece PTH jiz pfi nizsich hladindach kalcia nez by k potlaceni
sekrece PTH bylo potfebné. Dalsi jeho vyhodou na rozdil od ostatni terapie v lécbé
hyperparatyredzy je, Ze nezvysuje kalcémii ani fosfatémii, ale tyto parametry snizuje. Toho Ize
vyuzit zejména u pacientd schronickym onemocnénim ledvin pro l|écbu poruchy
minerdlového a kostniho metabolismu za sou¢asného dosazeni cilovych sérovych koncentraci
PTH i fosforu (Dusilova 2005, Bubeni¢ek 2005). Kalcimimetika 3. generace, R, B a AC-265347
prokazuji u krys (Ma et al. 2011) tkarnové specificky efekt na uvolfiovani PTH a kalcitoninu
prostfednictvim allosterické modulace CASR (Cook et al. 2015).

Negativni allosterické modulatory (kalcilytika) NPS 2143 a Calhex 231 antagonizuji
stimulacni efekt vdpenatych iontd, cozZ je vyuzivano pfi Ié¢bé osteopordzy (Nemeth 2002).

Je zajimavé, Ze nedavné studie ukazaly, Ze allosterické modulatory mohou pusobit jako
farmakologické chaperony. Farmakologicky chaperon nalezne mutatni CASR protein v misté
jeho biosyntézy a v ,protein trafficking” procesu, tedy nejcastéji v endoplazmatickém retikulu.
Stabilizuje jeho strukturu a zachrani tak expresi receptoru na bunééném povrchu. Huang a
Breitweiser jako prvni ukazali, Ze pozitivni allostericky modulator NPS-R-568 dokaze zachranit
témér 50% mutantnich (,loss of function®) CASR receptort (Huang et Breitweiser 2007, White

et al. 2009, Cavanaugh et al. 2010).

1.8. Mutace CASR receptoru
V CASR bylo popsano vice nez 200 mutaci, které vedou k poruse homeostazy

vapniku (http://www.casrdb.mcgill.ca/ ), (Hendy et al. 2009). Mutace muze vést k inhibici

aktivity receptoru, k nadmérné aktivaci receptoru ¢i postihuje strukturu receptoru. Vétsina
mutaci jsou typu missense, kdy dojde k zdméné jedné aminokyseliny. Byly popsany mutace
zpusobené inzerci, deleci aminokyseliny, mutace zpusobujici posun ¢teciho rdmce ¢i mutace
v misté sestfihu (Hendy et al. 2009). Mutace v CASR genu vedou bud'k aktivaci, nebo inaktivaci

kalcium senzitivniho receptoru a mohou vyustit do urcitych typa dédi¢nych onemocnéni.
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Obrazek 7: Pfehled typd mutaci CASR

Transport CASR receptoru na bunécny povrch, exprese a jeho stabilizace na povrchu bunky jsou
rozhodujici déje pro spravnou funkénost CASR receptoru. Mutace 1. typu, tj. mutace ve vazebném
misté ECD domény ¢i v jeho tésné blizkosti, méni schopnost receptoru vazat vapnik ¢i jiny ligand.
Mutace 2. typu méni zejména EC 50 ¢i Hillav koeficient a ovliviiuje molekularni soudrznost mezi
raznymi ligand-vazebnymi misty. Mutace 3. typu narusuje kooperativu prostfednictvim interference
s povrchovou expresi receptoru. Mutace 4. typu méni prenos a stabilitu proteinu prostfednictvim

proteinl vazajicich se na C-konec CASR receptoru (Zhang et al. 2016).

1.8.1. Inaktiva¢ni mutace CASR

Inaktivaéni mutace vedou k posunuti set-pointu bunék, které monitoruji hladinu Ca?*

do vyssich hodnot, které pak normokalcemické hodnoty vnimaiji jako nizké. To ma za ndsledek
nadprodukci PTH, ktery zplsobuje uvoliovani vapnik(i z kosti a naslednou hyperkalcémii.
Buriky ledvin jsou aktivovany ve smyslu zvySené reabsorbce kalcia z moci (hypokalciurémie)
(Marx et al. 1982).

Inaktivaéni mutace jsou spojovany s fenotypem dvou autosomadlnich onemocnéni:
Familidrni hypokalciurickd hyperkalcémie (FHH) a Novorozeneckd tézka primarni

hyperthyredza (NSHPT).

33



1.8.1.1. Familiarni hypokalciuricka hyperkalcémie

FHH je definovdna mirnou az stfedni celoZivotni hyperkalcémii, relativné nizsi exkreci
vapniku a také hladinou PTH nad horni hranici normy (Marx et al. 1981). Pacienti jsou zpravidla
asymptomati¢ni, nebo maji nespecifické priznaky, jako je Unava, slabost, bolesti kloub( a
hlavy. Jedna se o autosomalné dominantni onemocnéni. Jedinci s manifestni FHH jsou
heterozygoty pro inaktiva¢ni mutaci CASR (Hendy et al. 2000). Dosud bylo popsano okolo 150
mutaci zpusobujici FHH. Vétsina mutaci se naléza v kddujicich oblastech receptoru, jsou také
nalézany zvlasté v oblastech kdédujici N-terminalni konec ECD a v signal transdukéni doméné
(Hendy et al. 2009).

FHH je heterogenni onemocnéni. Autoimunitni hypokalciurickd hyperkalcémie (AHH)
napodobuje FHH, ale je vyvolana autoprotilatkami proti ECD kalcium senzitivniho receptoru.
CASR vykazuje defektni aktivaci extraceluldarnim Ca?* (Kifor et al. 2003). Bylo dokazéno, Ze
urcitd ¢ast FHH pripadl neni vazana na CASR gen na 3. chromozomu, ale je spojena s lokusy

na 19. chromozomu (Heath et al. 1993, Lloyd et al. 1999, Nesbit et al. 2010).

1.8.1.2. Novorozenecka tézka primarni hyperthyredza

NSHPT predstavuje velmi zavazné a vzacné onemocnéni zplsobené inaktivaéni mutaci
CASR. Je charakterizovano extrémni hyperkalcémii, kterd se manifestuje v prvnich mésicich
Zivota. Pacienti jsou hypotonicti, trpi zacpou, zvracenim, polyurii, trpi respiracni tisni a celkové
neprospivaji. Vysoka hladina PTH zpuUsobuje demineralizaci kosti, které jsou nachylné ke
zlomeninam a deformitam (Pearce et Brown 1996). Pokud neni NSHPT vcas a spravné lécena,
nasledky jsou vazné a onemocnéni mize mit fatalni nasledky.

NSHPT je nejcastéji zplsobend homozygotni mutaci zdédénou od obou rodic (Hendy
et al. 2009). Byly popsany de-novo vzniklé mutace, nebo paternalné pfenesené heterozygotni
inaktivaéni mutace. Heterozygotni mutace nemaji tak zavaziny projev hyperkalcémie se vSemi

jejimi nasledky (Pearce et Steinmann 1999).

1.8.2. Aktivacni mutace CASR

Aktivacni mutace CASR vedou k posunuti set pointu bunék, které monitoruji hladinu

Ca?* do niZdich hodnot, co? vede k snizené produkci PTH a nasledné hypokalcémii. Buriky
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tubularniho systému ledvin jsou aktivovany se smyslu snizené reabsorbce kalcia moci, coz
vede k hyperkalciurii.
Aktiva¢ni mutace jsou spojovany s fenotypem dvou onemocnéni: Autozomalné

dominantni hypokalcémii s hyperkalciurii (ADHH) a Bartterova syndromu V. typu.

1.8.2.1. Autozomalné dominantni hypokalcémie s hyperkalciurii (ADHH)

ADHH je charakterizovana rlznym stupném klinické manifestace, od mirné,
asymptomatické formy az po velmi zdvaznou hypokalcémii. Hladina parathormonu byva
zpravidla na dolni hranici normy (Pearce et al. 1996, Thakker 2004). Klinicky se hypokalcémie
muzZe projevovat kiecemi, parestéziemi. Diky zvySenému vylucovani vapniku ledvinami byva
pfitomna nefrolitidza s nasledkem renalniho selhani.

U vétsiny jedincl je onemocnéni spojeno s heterozygotni aktivacéni mutaci v CASR. Bylo

popsano vice nez 80 mutaci asociovanych s touto chorobou (Hendy et al. 2009, Thakker 2004).

1.8.2.2. Barttertiv syndrom V. typu

Je charakterizovan poruchou absorbce sodiku a chlorid( tubuldrnim systémem ledvin.
Biochemicky nalezneme vyssi ztraty téchto iontld moci, hypokalémii, metabolickou alkalézu a
elevované hladiny aldosteronu a reninu. Pacienti jsou hypertenzni a fakultativni je nalez

hyperkalciurie (Hendy et al. 2009, Thakker 2004).

1.8.3. Onemocnéni asociovana s jinymi poruchami kalcium senzitivniho receptoru

1.8.3.1. Primarni hyperparathyre6za (PHPT)

PHPT je charakterizovdna hyperkalcémii, normalni nebo zvySenou hladinou PTH (na
rozdil od FHH) a hyperkalciurii. Typicka je nefrolithidza, ¢astéjsi vyskyt zlomenin, Unava, bolest
a ochablost svall, bolesti bficha a neurologické problémy jako deprese a Uzkost. Muze byt
pfitomna hypertenze. PHPT predisponuje pacienty k inzulinové rezistenci (Habib et Camacho
2010).

Nejcastéjsi pric¢inou PHPT je adenom jednoho z ptistitnych télisek, méné castéji
adenom dvou télisek, a v urcitych pfipadech dochazi k hyperplazii celych Zlaz. Bylo popsano,
Ze adenomatdzni tkan vykazuje snizenou expresi CASR receptoru v porovnani s normalni tkani

pristitnych télisek (Cetani et al. 2000). V adenomatdzni tkani byla popsana také snizena
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exprese receptoru pro vitamin D (Yano et al. 2003). PHPT je asociovan také s karcinomem
pristitnych télisek, u kterého nachazime markantné snizenou expresi CASR, pravdépodobné
kvali vysokému prolifera¢nimu indexu tkané (Haven et al. 2004).

Nebyly nalezeny mutace CASR, které by zplsobovaly neoplazii pristitnych télisek.
V adenomu télisek byla odhalena mutace v tumor supresorovém genu MEN 1, karcinom
predominantné obsahuje mutaci vtumor supresorovém genu HRPT2. Jak adenom, tak
karcinom télisek over-exprimuji onkogen cyklin-1 (Sharretts et Simonds 2010).

Byly zkoumany polymorfizmy v CASR genu, které by mohly byt spojeny s diagndzou
PHPT. Cetné studie se zamé&fily pfedeviim na tyto polymorfizmy v 7. exonu: A986S, R990G a
Q101 1E. V jedné studii haplotyp SQR predisponoval jedince k tvorbé ledvinovych kamenl
(Scillitani et al. 2007). Tyto vysledky korespondovaly se studii, kterd ukdzala, Ze pacientis PHPT
nesouci polymorfizmus 990G maji nizsi hladinu PTH a zvySenou kalciurii v porovnani s 990R
homozygoty (Corbetta et al. 2006). Ve 2 japonskych studiich byly polymorfizmy R990G a
dinukleotidovy intronovy polymorfizmus asociovany s hodnotou PTH a korespondovaly se
stupném zavaznosti u hemodyalizovanych pacientlt s PHPT a SHPT (Yano et al. 2000, Yamauchi
et al. 2001). V dalsi studii byl polymorfizmus R990G asociovan s ,,gain of function” CASR a se
zvySenou nachylnosti k hyperkalciurii (Vezzoli et al. 2007).

Studie rovnéz ukazaly, Ze 2 SNP vregulacni oblasti genu CASR jsou asociovany
s idiopatickou tvorbou a PHPT-asociovanou tvorbou ledvinovych kamen( (Vezzoli et al. 2010,

Vezzoli et al. 2011).

1.8.3.2. Sekundarni hyperparathyreéza (SHPT)

SHPT je komplikaci chronického selhani ledvin (CKD) a je dlisledkem soubézné poruchy
vylucovaci i endokrinni funkce ledvin. Pfi rozvoji renalni insuficience dochazi k naruseni kalcio-
fosfatové homeostdzy a snizeni sérové koncentrace aktivniho vitaminu D (kalcitriolu).
Nasledkem snizenych hladin kalcitriolu dochazi k snizenému vstrebavani kalcia ve strevé a
hypokalcémii. Jako dlsledek snizovani glomerularni filtrace pak dochdzi ke snizenému
vylucovani fosfatu a hyperfosfatémii. VSechny tyto zmény vedou ke zvySovani tvorby
parathormonu a kostnim zméndm, typickym pro sekundarni hyperparatyredzu. Jednim ze
zadsadnich novych poznatk(l v patogenezi renalni kostni nemoci je klicova role fibroblastového
rastového faktoru 23 (FGF-23) a jeho kofaktoru a-klotho (Taylor et Bushinsky 2009, Razzaque
2009, Kumata et al. 2010). Hladiny FGF-23 se zvysuji v ¢asnych stadiich CKD (Isakova et al.
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2011). U dialyzovanych pacientl mohou byt zvySeny i vice nez tisickrat (Wolf 2012, Kovesdy
et Quarles 2013).

1.8.3.3. Hyperkalcémie zplUsobena nadory

Hyperkalcémie vznikd v souvislosti s Fadou nadorovych onemocnéni, témi
nejcastéjSimi jsou karcinom prsa, prostaty, plic a ledvin.

Nadorové onemocnéni vyvoldva hyperkalcémii dvémi zdkladnimi zplsoby. Jednak
pfimou destrukci kosti nadorem, ¢i metastazou (osteolytickd hyperkalcémie) a jednak
produkci rGznych latek, které ovliviuji kostni metabolismus a hladinu vapniku v krvi
(humordlni hypekalcémie), (Horwitz et Stewart 2003).

Nejcastéjsi takovou latkou je parathormonu podobnd bilkovina (PTHrP, parathyroid
hormone related peptide). PTHrP sdili sekven¢ni homologii s parathormonem v prvnich 13ti
aminokyselinach, které predstavuji ¢ast domény, ktera je rozhodujici pro vazbu a signalizaci
PHT-1 receptoru. PTPrP plisobi obdobné jako parathormon, ale nepodléha regulaci v zavislosti
na hladiné vapniku v krvi. Je produkovan nadorovou tkani neustdle (Grill et al. 1991,
Chattopadhyay 2006).

Na hyperkalcémii spojené s malignitou se podili mnoho dalsich faktort jako vaskularni
endotelidlni ristovy faktor (VEGF), interleukin-8 ainterleukin-11. Ackoliv PTHrP se zdd byt tim
hlavnim patologickym faktorem (Horwitz et Stewart 2003).

Byla studovadna role CASR pfi osteolytické hyperkalcémii na bunéénych liniich
karcinomu prsu (MCF-7 a MDA-MB-231) a bunécnych liniich karcinomu prostaty (PC-3). Tyto
linie metastazuji do kosti a je o nich zndmo, Ze exprimuji CASR (Sanders 2000, Sanders 2001).
Hladina Ca?* stimuluje produkci PTHrP jak v normalnich, tak malignich burikdch. CASR
stimuluje produkci PTHrP rakovinnymi burikami, namisto toho, aby byl pouze vedlejSim
produktem malignit. Za téchto podminek slouzi CASR jako ustfedni prvek ve fyziologicky
nevhodném mechanismu, kdy maligni osteolyza zpUsobuje dalsi osteolyzu. Sekrece PTHrP
stimulaci CASR receptoru pfispiva k prezivani a rlstu nadorovych bunék, které ho vylucuji

(Sepulveda et Falson 2002, Sepulveda et al. 2002)
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1.8.3.4. CASR a pankreatitida

CASR je exprimovdan endokrinnim i exokrinnim pankreatem, acindrnimi burikami,
Langerhansovymi burikami, intra-pankreatickymi nervy a krevnimi cévami a také se hojné
nachazi ve vyvodu pankreatu. Ve vyvodu pankreatu reaguje CASR na vysokou hladinu Ca®*
zvysenim sekrece pankreatické $tavy. Zvysena sekrece stavy snizuje pravdépodobnost tvorby
kamen (Racz et al. 2002).

Pankreatida byla popsana v rodinach s vyskytem FHH s nalezenymi mutacemi, nebo
mutacemi, které odhaleny nebyly. Nebyla také nalezena kauzalni spojitost s hyperglykémii
nebo FHH (Stuckey et al. 1990, Pearce et al. 1996).

Pankreatitida je spojena s uzdvérem pankreatického vyvodu mechanismem aktivace
trypsinu. Uzavér vyvodu zpulsobi strukturni i funkéni zmény tkané. Byla odhalena rfada faktord,
které jsou spojeny s vnimavosti k tomuto typu onemocnéni. Kromé CASR receptoru to jsou
kationicky a anionicky trypsinogen, chymotrypsin C, serin protedzovy inhibitor SPINK1 a,,cystic
fibrosis transmembrane conduktance regulator” (Whitcomb 2010).

Vysokd koncentrace Ca?* v acindznich butikdch spojena s inaktivaéni mutaci receptoru
CASR, vede k aktivaci premény trypsinogenu na trypsin a také brani degradaci trypsinogenu
chemotrypsinem C. Mutace genu SPINK1 inaktivuje jeho proteinovy produkt, ktery normalné
reaguje na zanét v tkani zablokovanim aktivace trypsinu. V rfadé studii bylo dokdzano, Ze tyto
dvé konkurenéni mutace jsou asociovany s chronickou pankreatitidou (Felderbauer et al.
2006, Murugaian et al. 2008, Muddana et al. 2008, Baudry et al. 2010).

Do jedné studie bylo zahrnuto 35 pacientU s tropickou chronickou pankreatitidou. U 8
pacientd byly nalezeny mutace. 3 pacienti nesli pouze mutaci SPINK1 N34S a 3 pouze mutaci
genu CASR V477A a dva pacienti vykazovali obé mutace najednou, nikdo z kontrolni skupiny
skupiny nesdilel tyto mutace (Murugaian et al. 2008).

Podobné vysledky byly ukdzany v americké studii. Mutace genu CASR byly spojeny
s mutacemi SPINK1. Tato studie také ukdzala, Ze polymorfizmus CASR R990G je asociovan
s chronickou pankreatitidou vyvolanou vysokym ptijmem alkoholu (Muddana et al. 2008).
Tyto vysledky ukazuji, Ze kromé genetického prfedpokladu se podili na rozvoji pankreatitidy

vlivy zevniho prostredi.
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1.9. CASR a sekrece inzulinu

Primarnim reguldtorem sekrece inzulinu je zména koncentrace glukdzy v plazmé. Na
zvysenou hladinu glukdzy reaguji B-buriky zvySenim koncentrace vapenatych iontl v cytosolu.
Zvyseni koncentrace vnitrobunééného Ca?* jejich transportem z extracelularniho prostfedi
dovnitf buriky vyvola vyseni poméru ATP/ADP uvnitf buriky. Toto zvySeni poméru ATP/ADP
podniti uzavieni membranovych K* kanalu typu L (VDCC) a to nasledné snizi odtok K* iont(
z buriky. Zvy$ena koncentrace Ca%*iontQ v cytosolu je zplsobena aktivaci riznych proteinkinas
a vede ke kontrakcim mikrotubuldrni a mikrofilamentarni soustavy, které mechanismem
podobné svalové kontrakci translokuje sekrecni granule obsahujici inzulin k mistim exocytdzy
na bunécné membrané. Jakmile sekrec¢ni granule dosahnou k bunééné membrané, dojde
k splynuti jejich membran a vyliti obsahu granuli ven z buriky (Hellman et al. 1994).

Pfed objevenim CASR se predpokladalo, Ze vapenaté ionty maji pouze pasivni vyse
popsanou roli v regulaci sekrece inzulinu. Po objevu tohoto receptoru se zjistilo, Ze CASR ma
déleZitou Ulohu v autokrinni a intracelularni komunikaci. Uzky kontakt mezi bufikami zlep3uje
funkéni citlivost bunék a zvySuje sekreci inzulinu. Aktivace CASR napomaha sekreci inzulinu
z Langerhansovych ostrivkd (Gray et al. 2006). V nepfitomnosti extraceluldrniho Ca%* maji
kalcimimetika maly efekt na sekreci inzulinu.

Grey s kolegy zjistil, Ze pokud je inhibovana sekrece inzulinu zablokovanim fosfolipazy
C, uplatnuji se jiné mechanismy, které vedou k aktivaci IP3 a naslednému uvolnéni vapniku
z B-bunék. Nespecifickd inhibice protein kinazové aktivity zabranuje CASR zprostfedkovanému
uvolnéni inzulinu, zatimco cilend inhibice kindzové aktivity podporuje aktivaci kinazy CAMKII.

(Gray et al. 2006).

1.10. Diabetes a s nim souvisejici zmény kalciového metabolismu

Vroce 1979 bylo publikovano, Ze pacienti s diabetem nevykazuji zddnou zménu
plazmatické hladiny celkového a ionizovaného vapniku, PTH a vitaminu D (Heath et al. 1979).
Studie zroku 2000 uZ nalézaji u diabetikl narusenou homeostazu vapniku. Pacienti
s hypovitamindzou D maji vyssi riziko rozvoje inzulinové rezistence, metabolického syndromu
a rozvoje diabetu 2. typu (Yang et al. 2016). Bylo popsano, Ze vysoka hladina PTH je spojena
srozvojem diabetu a lis$i se mezi jednotlivymi etnickymi skupinami. Vyssi incidence je u

bélochl (Reis et al. 2016).
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Vedle hormon regulujicich vapnik narusuje chronicka hyperglykémie metabolismus
vapniku tim, Ze poSkozuje organy regulujici jeho hladinu, tedy stfeva, kosti a ledviny.
Ve vétsiné pripadl nachazime u diabetik(i zvySené riziko zlomenin. Hlavnim poskozujicim
mechanismem nebyva pokles kostni hustoty, ale spiSe jde o sniZeni kvality kosti a zménu jeji
struktury. Vyznamnou roli hraje nepochybné inzulin a inzulinova rezistence, uplatiiuje se ale i
zvySend glykace protein(, véetné zvySené glykace kolagenu v kostech, zména produkce a
hladiny sklerostinu, zdsah do diferenciace pluripotentnich kmenovych bunék a zvrat jejich

diferenciace smérem k adipocytlim a mnohé dalsi faktory (Khazai et al. 2009).

CASR receptor ma v normdlnich B-burikach fadu uloh. MizZzeme tedy predpokladat, ze
zmény v jeho expresi i funkci mohou byt spojeny s rozvojem diabetu mellitu. U diabetu 1.
typu vyvolaného streptozotocinem (STZ) byla exprese CASR v ledvindach sniZzena na polovinu a
sérova hladina 1,25-dihydroxy-vitaminu D3 klesla o 80% (Ward et al. 2001). ZlepSeni téchto
parametr( by prinesl subkutanné implantovany inzulin (Anward et Garland 1990).

Snizena exprese CASR je rovnéZ pozorovana u diabetické kardiomyopatie u STZ-modelovych
zvifat. Ztrata funkce receptoru souvisi s abnormdlni srdecni strukturou, systolickou a
diastolickou disfunkci (Bai et al. 2012). Tyto progresivni zmény by mohly byt zpomaleny nebo
dokonce by jim bylo mozné predchazet aplikaci agonisty CASR receptoru-sperminu.

Podobna ztrata exprese a funkce CASR v mesenterickych tepnach byla popsdna u potkanu
Zucker Diabetic Fatty. Dlouhotrvajici zvySeny cévni tonus mUZe pfispivat k rozvoji vaskuldrnich
komplikaci diabetu mellitu (Weston et al. 2008).

V ostrlivcich pankreatu je draselny kanal (KCNJ15) asociovdn s diabetem 2. typu.
Protein KCNJ15 je overexprimovan bunkami INS-1 (Rat Insulinoma Cell). KCNJ15 snizuje
sekreci inzulinu. U jedincu s diabetem 2. typu je exprese KCNJ15 mRNA zvysend (Okamoto et
al. 2012). KCNJ15 inhibuje CASR receptor v oocytech Xenopus laevis (Huang et al. 2007).

Knock down a ztrata exprese CASR snizuje sekreci inzulinu (Okamoto et al. 2012). Byla
popsana pfima interakce mezi draselnym kandlem KCNJ15 a CASR v ledvinach (Ohkubo et al.

2000).
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1.11. Asociacni studie

Asociacni studie slouZi k odhaleni genetické predispozice k multifaktoridalnim
onemocnénim. Na vSech formdch diabetu se podili genetické komponenty. Jejich identifikace
je pomérné komplikovand. Ke genetickému studiu se v soucasné dobé pouzivaji asociani a
vazebné studie. Pro vazebnou analyzu komplexnich znak( se pouZivaji tzv. neparametrické
metody, tedy takové, kde se nepredpoklada zadny konkrétni zplsob dédi¢nosti. Sledované
rodiny s ¢astym vyskytem onemocnéni jsou podrobeny analyze, zda postiZeni jedinci nesdileji
nékteré alely Castéji.

Asociacni studie testuji vztah mezi konkrétni alelou, genotypem, haplotypem a
chorobou. Spocivaji ve srovnani vyskytu polymorfizmu kandidatnich gend mezi skupinou
nepfibuznych postizenych jedincd a kontrolni skupinou, kterou predstavuji zdravi jedinci.
Kandidatni geny predstavuji takové geny, u kterych se predpoklada, ze maiji vliv na patogenezi
diabetu, respektive diabetickou nefropatii. Sleduji se statisticky vyznamné rozdily mezi témito

skupinami (Seda 2005).

1.12. Nami studované polymorfizmy CASR
Jednonukleotidové polymorfizmy, které jsme studovali, byly vybrany na zakladé jiz
popsaného signifikantniho vztahu sledvinovymi komplikacemi, hladinou vapniku, PTH ¢i

raznymi civilizacnimi chorobami. Rs1501898 se tomuto pravidlu vymyka. Neni o ném mnoho

publikovano.
rs1042636 (A/G)
rs7652589 (G/A) rs1501898 (C/A) Intron 4 (TIC) rs1801725 (Gm |
I I ATG
| |
P1 P2 ECD T™MD ICD

Obrazek 8: Piehled studovanych polymorfizma CASR

Rs7652589 a rs1501898 se nachazi v promotorové oblasti CASR genu. P1 a P2 znazornuji umisténi promotora. 2
SNP rs1801725 a rs1042636 se nachazi v 7. exonu. Zbyvajici SNP se naléza v intronu 4, 5’ a 3’ neprepisované
oblasti jsou zndzornény bilymi obdélniky. Start kodon (ATG) a stop kodon (TGA) se nachazejiv 2. a 7. exonu. ECD,

extracelularni doména; TMD, trasmembranova doména; ICD, intracelularni doména.
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rs7652589

Tento polymorfizmus, ktery se nachazi v regulacni oblasti CASR genu, je asociovan se
zvysenou nachylnosti k tvorbé ledvinovych kamen( (Vezzoli et al. 2011). Alela A je asociovana
s rozvojem terminalniho stadia ledvinového selhani (ESRD) u pacientl s nefrolithidzou.
Genotyp AA je spojen se zavaznéjsi formou SHPT (vy3si koncentrace Ca?* a PTH). Alela A je

spojena s nizsi hladinou transkriptu v mononuklearnich bunkach periferni krve

(Grzegorzewska et al. 2016).

rs1042636

Tento Arg990Gly polymorfizmus se nachazi v kddujici oblasti. Jednda se o jeden z madla
polymorfizm(, jehoZ kauzdlni ucinky byly prokdzany na drovni proteinu. Tento SNP je spojen
s primarni hyperkalciurii (Vezzoli et al. 2002), s nizsi hladinou cirkulujiciho vapniku u zdravych
jedincl (Scillitani et al. 2004), a s nizSimi plazmatickymi hladinami PTH u pacient s primarni
nebo sekundarni hyperparathyreézou (Corbetta et al. 2006, Yano et al. 2000). Pacienti
s glycinovou alelou vykazuji vyraznéjsi potlaceni PTH po podani cinakalcetu ve srovnani
s homozygotnimi nosici argininu (Rothe et al. 2008). Transfekované buriky exprimujici
glycinovou alelu v poloze 990 reaguiji silnéji na kalcimimetikum pfidané do kultivaéniho media

(Vezzoli et al. 2007).

rs1801725

Tento A986S polymorfizmus v 7. exonu spolu srs7652589 zvySuje riziko SHPT.
Homozygotni alela rs1801725 pfrispivda k umrtnosti souvisejici sinfekci u HD pacientd.
Rs1801725 ovliviiuje sérovou hladinu Ca, Mg, P a PTH pouze s jinymi CASR SNP nebo interakci

s geny signalni drahy vitaminu D (Gzegorzewska et al. 2016).
Rs3804597

Tento polymorfizmus ve 4. intronu je asociovan svysSi hladinou PTH u

hemodyalizovanych pacientl a s rozvojem SHPT (Yano et al. 2000).
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2. Cile

Hypotéza

Pfredpokladame, Ze polymorfizmy genl VDR, PTH a CASR jsou predisponujici k rozvoji
diabetu a jeho komplikaci. Proteinové produkty téchto gend vyznamné ovliviiuji kalcium-
fosfatovy metabolismus, ktery je u diabetu a jeho ledvinovych komplikaci narusen.

Do spravného fungovdni B-bunék pankreatu a fyziologické sekrece inzulinu jsou
vyznamné zapojeny jak draslikové, tak vapenaté kanaly. Chceme tedy ovéfit, zda CASR jako
vyznamny regulator vapnikové homeostdzy, neni predisponujici faktor pro rozvoj samotného

diabetu.
Hlavni cile dizertacni prace byly:
1. Zjistit, zda vybrané polymorfizmy (Fokl, Bsml, Apal a Taql) genu pro receptor vitaminu D

nejsou predispozicni pro rozvoj diabetu a diabetické nefropatie.

2. Odhalit, zda polymorfizmy (BstBl a Drall) genu pro parathormon nejsou predispozi¢ni pro

rozvoj diabetu a diabetické nefropatie.

3. Posoudit, zda nékteré haplotypy VDR a PTH nemaiji vliv na rozvoj diabetu a diabetické

nefropatie.

4. Zjistit, zda vybrané polymorfizmy (rs3804594 a rs1042636) genu pro kalcium senzitivni

receptor nejsou predispozicni pro rozvoj diabetu 1. a 2. typu a diabetické nefropatie.

5. Odhalit, zda vybrané polymorfizmy (rs1501898, rs1801725, rs7652589) genu pro kalcium

senzitivni receptor nejsou asociovany s diabetem 1. a 2. typu.
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3. Materiadl a metody

3.1. Pouzivany material
Vysolovaci metoda izolace DNA

RCLB (Red Cell Lysis Buffer): 320 mM sacharosa; 1% (v/v) Triton X100; 12 mM TRIS HCl; 5 mM
MgCl; . 6H,0

WCLB (White Cell Lysis Buffer): 120 mM EDTA; pH=8; 375 mM NacCl
Proteinase K z Tritirachium album 30 units/mg (Sigma Aldrich)

SDS; NaCl; 96% ethanol

Agardzova gelova elektroforéza

TBE pufr: 890 mM TRIS baze; 890 mM kyselina borita; 20mM EDTA pH=8

Loading Dye 6x, 10x (Fermentas)

Bromophenol Blue Loading Solution (Promega)
GelRed® nucleic acid gel stain (Thermo Fisher Scientific)
Marker pUC19 DNA/Mspl (Fermentas)

50 bp DNA Ladder (New England BiolLabs)

Amplifikace CASR genu pomoci Tagman sond:

TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), TagMan Discrimination Assay

(Applied Biosystems)

PCR amplifikace:

PCR reakéni kit (Fermentas): Tag DNA Polymerasa 500u/pl, 10 x Taq Buffer (NH4)2S04,
25 mM MgCl;

dNTP: dATP, dCTP, dTTP, dGTP, 100 mM (Fermentas): fedény H,O (PCR-grade) na pracovni

koncentraci 10 mM
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Tabulka 2: Seznam pouzitych primerl pro amplifikaci genti VDR, PTH, CASR

Nazev Sekvence Gen
VDRO F CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA ¢ VDR
VDRO R AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG

VDR2 F CAGAGCATGGACAGGGAGCAA ® VDR
VDR2 R GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC

VDR3 F AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCY

VDR3 R ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC VDR
PTH3 F CATTCTGTGTACTATAGTTTG ¢

PTH3 R GAGCTTTGAATTAGCAGCATG PTH
CASR F CAGAAGGTCATCTTTGGCAGCGGCA®

CASR R TCTTCCTCAGAGGAAAGGAGTCTGG CASR

V reakci byly pouzity primery prevzaté z literatury: a, &8, y (Israni et al. 2009), 6 (Gohda et al.
2002), € (Yano et al. 2000).

Restrikéni enzymy:

Apal (TaKaRa), Bsml (New England BiolLabs), BstBl (New England BiolLabs), Eco 0109l (TaKaRa),

Fokl (TaKaRa), Tagl (TaKaRa), BseRI (TaKaRa)

3.2. Pocitacové programy
7000 Sequence Detection Software 1.2.3 (Applied Biosystems)

NanoPhotometr TM PVC software 5.2.2.2 (Implen)
Kodak Molecular Imaging software 5.0. (Kodak, USA)

GraphPad Prism 5.04 (volné dostupna verze)

3.3. Vzorky pacienti a jejich rozdéleni do skupin

V obdobi 2006-2011 byl vytvofen hodnotny soubor pacientl stfedoevropské
populace. Pacienti jsou evidovani ve Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady v Praze. Cast
souboru je tvofena némeckymi pacienty, ktefi jsou evidovdni ve Fakultni nemocnici
v Mannheimu. Kontrolni soubor, ktery postihuje prirez populace, predstavuji zdravi darci

krve. Do studia byli zafazeni pacienti, ktefi spliuji nasledujici vstupni kritéria. Diabeticti
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pacienti byli diagnostikovani na zakladé obecné pfijimanych kritérii pro diagndzu diabetu.
Skupina DM1 a DM2 je tvofena diabetiky 1. a 2. typu, bez ledvinného posSkozeni (CDK,
chronical kidney disease). Skupina NDRD (nediabeticka nefropatie) je tvorena pacienty s CDK
2. - 4. stupné na podkladu nediabetické nefropatie. Skupina DN (diabetickd nefropatie) je
predstavovana pacienty s CDK 2. - 4. stupné na podkladu diabetické nefropatie. Kritéria pro
stanoveni typu nefropatie jsou klinicko-laboratorni. Projevy manifestni diabetické nefropatie
(DN) jsou: proteinurie > 0,5 gram( proteind v moci za 24 h sanamnézou predchazejici
mikroalbuminurie, doba trvani diabetu delSi nez 10 let, normalni velikost ledvin na
ultrasonografii, nejlépe i prfitomnost diabetické retinopatie.

Kritéria pro zafazeni do skupiny NDRD typu renovaskularniho onemocnéniledvin (RVO)
jsou: negativni proteinurie, negativni mikroalbunimurie, doba trvani diabetu delsi nez 10 let,
zmensena velikost ledvin na ultrasonografii, nepfitomnost diabetické retinopatie.

Skupina NWD je prestavovdna nediabetickymi pacienty s chronickym selhanim ledvin.

Tabulka 3: Charakteristika soubori pacientt

DM1 DM2 DN NDRD NWD zdravi
darci

Diabetes ano ano ano ano ne ne
Selhani ledvin

diabetického ne ne ano ne ne ne
ptivodu

Selhani ledvin

nediabetického ne ne ne ano ano ne

ptivodu

DM 1 — pacienti s diabetem 1. typu, DM 2 — pacienti s diabetem 2. typu, DN — pacienti s diabetickou
nefropatii, NDRD — diabeticti pacienti s nediabetickou nefropatii, NWD — nediabeticti pacienti

s chronickym selhanim ledvin
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3.4. Pracovni postupy

3.4.1. Sbér vzorku

Rozsifeni a doplnéni studie bylo schvaleno etickou komisi 3. LF UK a od kazdého jedince
byl pfed odbérem ziskan informovany souhlas. Od kazdého pacienta bylo odebrano 2 x 5 ml
plné periferni krve do zkumavky s antikoagulacni latkou EDTA. DNA byla izolovana z 0,5 ml

pIné krve pomoci vysolovaci metody dle Millera (Miller et al. 1988).

3.4.2 I1zolace DNA

K 500 ul pIné krve byl pfiddn 1 ml RCLB pufru a smés byla 30 s tfepana lehce obracenim
zkumavky. Poté byla zkumavka sto¢ena 3 min pfi 16 000 g. Supernatant byl slit a pomoci gazy
byla zkumavka zbavena zbytku supernatantu. Sediment byl resuspendovan v 1 ml destilované
vody a sto€en pfi 16 000 g. Promyvani bylo opakovano, dokud nebyl sediment svétly, bez
erytrocytl. K sedimentu bylo pfidano 235 pl dH20, 80 pul WCLB a obsah byl resuspendovan.
Poté bylo pfidano 40 pl 10 % SDS a 15 pul proteinazy K a zkumavka byla inkubovéna na otdc¢ecim
rotatoru pfi 55 °C 60 min. Po inkubaci byl obsah zkumavky zchlazen na pokojovou teplotu.
Poté bylo pfidano 100 ul 6M NaCl a nasledné bylo se zkumavkou silné tfepano 15 s. Obsah byl
sto¢en 6 min pfi 16 000 g a supernatant byl pfenesen do nové zkumavky. Supernatant byl
smisen s 1 ml ¢istého etanolu vychlazeného na —20 °C. DNA byla vysrazena lehkym obracenim
zkumavky a poté inkubovana 20 min na ledé. Po inkubaci byl obsah stocen 2 min pfi 16000 g
a supernatant byl slit. DNA byla promyta 1 ml 70 % etanolu a sto¢ena 2 min pti 16 000 g. Gazou
byly stény zkumavky opatrné zbaveny zbytky etanolu. Poté byla DNA suSena po dobu cca 30
min v laminarnim boxu a nasledné rozpousténa 24 hod. pfi 4 °C ve 200 ul dH,0. Vytézek DNA

byl kolem 70 - 100 ng/ul. DNA byla uchovavana pfi 4 °C.

3.4.3. Stanoveni Cistoty a kvality DNA

Kvalita a kvantita DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci nanofotometru v
kfemennych kyvetdch pfi vinové délce A 260 a 280 nm. Kontaminace DNA proteiny a RNA byla
uréena porovnanim podilu absorbanci A260/A280 a A260/240 v doporu¢eném rozmezi pro
Cistotu DNA 1,8-2,0.

VytéZzek DNA se pohyboval kolem 70 - 100 ng/ul. DNA byla uchovavana pfi 4 °C.
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3.4.4. Genotypizace VDR a PTH

Genotypizace VDR a PTH byla provedena metodou PCR-RFLP. Pro PCR reakci by pouzit

protokol uvedeny v tabulce 4. Podminky PCR reakci pro konkrétni polymorfizmus jsou uvedeny

nize.

Tabulka 4: Obecné sloZzeni smési pro jednu PCR

Slozka Mnoistvi (ul)
Taq Buffer (NH4)2 S04 (10 x) 5

dNTPs (2 mM) 5

MgCl 3

Forward Primer (100 uM) 0,25

Reverse Primer (100 uM) 0,25

Taq polymerasa (5U/ pl) 0,2

H20 33,3

DNA (30 ng/ pl) 3

celkovy objem 47

Podminky PCR pro polymorfizmus Bsml genu VDR:

1.

2.

3.

4.

5.

krok

krok

krok

krok

krok

60 s pfi 95 °C
60 s pfi 95 °C
60 s pri 68 °C
60 s pii 72 °C

5 min pfi 72 °C

opakovani krokt 1- 4 (30krat)

Podminky PCR pro polymorfizmy Apal a Tagl genu VDR:

1.

2.

krok

krok

krok

krok

krok

5 min pfi 95 °C
60 s pfi 95 °C
60 s pfi 66 °C
60 s pti 72 °C

5 min pfi 72 °C

opakovani krokt 1- 4 (30krat)
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Podminky PCR pro polymorfizmus Fokl genu VDR:

1. krok 1 min. pfi 95 °C

2. krok 30 s pii 95 °C

3. krok 30 s pfi 66 °C

4. krok 30 s pfi 72 °C  opakovani krok(l 1- 4 (30krat)
5. krok 5 min pfi 72 °C

Podminky PCR pro polymorfizmy Drall a BstBl genu PTH:

1. krok 5 min pfi 95 °C

2. krok 30 s pii 95 °C

3. krok 30spri52°C

4. krok 30 s pfi 72 °C  opakovani krok( 1- 4 (35krat)
5. krok 5 min pfi 72 °C

Po PCR byla amplifikace poZadovaného produktu ovérena elektroforézou v 2% agarézovém
gelu a vyhovujici produkty byly podrobeny enzymatickému Stépeni prislusnou restrikéni

endonukleazou podle podminek uvedenych v tabulkach 5, 6, 7, 8, 9, 10:

Fokl polymorfizmus

Tabuka 5: SloZeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (i)
H,0 10,45
Buffer 10 x M 2

BSA 0,1 % 0,25

Fokl 0,3

PCR produkt 7

celkovy objem 20

Reakce probihala 12 hod pfi 65°C.
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Bsml polymorfizmus

Tabulka 6: SloZeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (pul)
H.0 12,2
Buffer 10 x M 2,5

Bsml 0,3

PCR produkt 10
celkovy objem 25

Reakce probihala 10 hod pfi 65 °C.

Taql polymorfizmus

Tabulka 7: Slozeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (pul)
H.0 11,95
Buffer 10 x M 2,5
BSA0,1% 0,25

Taql 0,3

PCR produkt 10
celkovy objem 25

Reakce probihala 12 hod pfi 65 °C.

Apal polymorfizmus

Tabulka 8: Slozeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (i)
H,0 12,2
Buffer 10 x M 2,5

Apal 0,3

PCR produkt 10
celkovy objem 25

Reakce probihala 12 hod pfti 37 °C.
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BstBI polymorfizmus

Tabulka 9: Slozeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (ul)
H,0 15,2
Buffer 10 x M 2,5

BstBI 0,3

PCR produkt 7

celkovy objem 25

Reakce probihala 12 hod. pfi 65°C.

Drall polymorfizmus

Tabulka 10: SloZeni reakéni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (ul)
H,0 15,2
Buffer 10 x M 2,5

Drall 0,3

PCR produkt 7

celkovy objem 25

Reakce probihala 12 hod. pfi 37 °C.

Nastépené fragmenty byly podrobeny elektroforetické separaci na 3% agarézovém gelu.

3.4.5. Genotypizace CASR

Genotypizace rs3804594 byla provedena metodou PCR-RFLP a genotypizace
polymorfizm( rs1042636, rs1801715, rs765289, rs1501898 pomoci TagMan sond.

3.4.5.1. PCR-RFLP genotypizace
Pro PCR reakci by pouzit protokol uvedeny v tabulce 11. Podminky PCR reakce jsou

uvedeny nize.
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Tabulka 11: SloZeni smési pro jednu PCR

Slozka Mnoistvi (ul)
Taq Buffer (NH4)2 S04 (10 x) 2,5
dNTPs (2 mM) 1,25
MgCl (25mM) 2
Forward Primer (100 uM) 0,2
Reverse Primer (100 uM) 0,2
Taq polymerasa (5U/ pl) 0,2
H20 17,25
DNA (30ng/ul) 1,4
celkovy objem 25

Podminky PCR pro rs3804594:

1. krok 5 min pfi 94

2. krok 30 s pri 94

3. krok 30 s pri 68

4. krok 30 s pii72 opakovani krokd 1-4 (34krat)
5. krok 5 min pfi 72

Po PCR byla amplifikace pozadovaného produktu ovérena elektroforézou v 2% agarézovém
gelu a vyhovuijici produkty byly podrobeny enzymatickému stépeni restrikéni endonukledzou

BseRI podle podminek uvedenych v tabulce 12.

Tabulka 12: SloZeni reak¢ni smési pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (i)
H20 14,2
Buffer 10 x M 2,5

BseRl 0,3

PCR produkt 8

celkovy objem 25

Reakce probihala 14 hod pfi 37°C.
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3.4.5.2. Genotypizace pomoci TagMan sond

Pro kazdy testovany polymorfizmus byla pfipravena reakéni smés podle pokynu

vyrobce (tabulka 14). Reakce pro kazdy vzorek probihaly v duplikdtech. 96-jamkova desticka

byla po napitetovani vsech reagencii uzaviena optickou fdlii a centrifugovana 2 min pfi

900 x g. Genotypizace probihala v termocycleru 7500 Fast Real Time system s pfisluSnym

teplotnim programem a podminkami doporucovanym vyrobcem uvedenymi nize.

Tabulka 13: Cilové sekvence polymorfizmi CASR

SNP Cilova sekvence[VIC/FAM] Genotypy
rs1042636 TAATTGGCTGCATAATCGGGCGCCA[A/G]GGCGC AA
CAACATTAATGAGATCCGCC AG
GG
rs1801725 GAGCTTTGATGAGCCTCAGAAGAAC[G/T]CCATG GG
GCCCACAGGAATTCTACGCA GT
TT
rs7652589 AAGCATCGGGTTTAGAGGAGCCAAA[C/TITGGTG CcC
AGGATGTGGGAATCTGGGAA CT
TT
rs1501899 ATCATTCAAAATGTTTATAGAGTGC[A/C]TGGCT AA
ATGTGCCAGTCACTGGGAAC AC
CC
Teplotni program a podminky genotypizace:
1. krok 60 s pii 60 °C
2. krok 10 min pfi 95 °C
3. krok 15 s pfi 95 °C
4, krok 60 s pii 60 °C  opakovani krok( 1- 4 (30krat)
5. krok 5 min pfi 72 °C
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Tabulka 14: Slozeni reakéni smési pro jednu TagMan reakci

H20 2,5
2x TagMan Universal PCR Master mix 2,5
Sonda 0,5
DNA (20ng/ul) 2,5

Celkovy objem 7,5 ul

3.4.6. Agarozova elektroforéza

Pro identifikaci PCR produktl a separaci produktd enzymatického Stépeni byla
provedena horizontalni gelova elektroforéza. Agarozovy gel byl pfipraven z pfislusného
mnoZstvi agardzy rozpusténé v 1% TBE pufru. Vizualizace fragmentd byla provedena pfidanim
2,5 ul interkala¢niho ¢inidla GelRed na 100 ml gelu. Vzorky byly smichany a nandseny spolu
s 6x koncentrovanym nanasecim pufrem a pro identifikaci velikosti byl do jedné z jamek pfidan
marker velikosti. Elektroforeticka separace probihala pfi 5 V/cm a hodnoceni fragmentd po

probéhnuté elektroforéze probihalo pod UV kamerou.
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4. Vysledky

4.1. Genotypizace VDR a PTH
Byla provedena genotypizace 4 polymorfizm( VDR: rs1544410 (Bsml), rs7975232

(Apal), rs731236 (Tagql) a rs2228570 (Fokl) a 2 polymorfizm( PTH rs6254 (BstBl) a rs6256
(Drall) u pacientl a zdravych kontrol, jejichZ charakteristika je shrnuta v tabulce 15.

Tyto vysledky byly publikovany v ¢lanku Vedralové a kol. 2012 (viz pfiloha 1) a navazuji na moji
diplomovou praci. Ve vysledcich uvadim tabulky s frekvencemi genotypu a alel polymorfizm(,

u kterych jsme zjistili statisticky vyznamné zastoupeni genotypu nebo alel.

Tabulka 15: Rozdéleni vySetfovaného souboru pacienti

skupina NDRD DM1 DM2 DN zdravi

pocet 47 54 116 132 118

pacientt

ve skupiné

pohlavi 19 Zen 22 Zen 54 zen 57 Zen 67 zen
28 muzl 32 muzd 92 muzl 75 muzd 51 muzd

pramérny vék 801,16 41+16,9 67+12,44 70+13 45+7,31

arterialni 77 % ano 14 % ano 56 % ano 80 % ano ne

hypertenze

diabeticka 13 % ano 14 % ano 21 % ano 83 % ano ne

retinopatie

U-alb. (g/24h) 0,08+0,12 0,004+0,004 0,04+0,15 0,82+0,12 <0,15g/24

DU—-proteinurie (g/24h)0,30+0,27 0,01£0,001  0,12+0,39 2,80+3,14 <0,03g/24

S—Cr (umol/l) 162+44,6 90,42+15,51  112,94+60,72 308+227,12  44-110 mufi
44-104 Zeny
HbA1C (%) 7,8+1,89 6,2710,77 6,09+2,01 7,21+2,13 2,84

U-alb = albuminurie, DU—protein = celkovy protein v moci za 24 hod, S—Cr = sérovy kreatinin,
HbA1C = glykovany hemoglobin, DM1 — pacienti s diabetem 1. typu, DM2 — pacienti s diabetem 2. typu,

DN - pacienti s diabetickou nefropatii, NDRD — pacienti s nediabetickou nefropatii.
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4.1.1. Genotypizace polymorfizmu Fokl genu VDR

242 bp
190 bp

Obrazek 9: Genotypizace polymorfizmu Fokl genu VDR

Vysledek restrikéniho Stépeni ndhodné vybranych vzork( pacientl s DN oznacenych 1-11. Homozygot
FF je detekovan pfitomnosti fragmentu o délce 265 bp (vzorky 3, 6, 8, 9, 10, 11). Heterozygot je
detekovan pritomnosti fragment( o délce 256 bp, 196 bp a 69 bp (vzorek 7). Homozygot ff je detekovan

pritomnosti fragmentl o délce 196 bp a 69 bp (vzorek 1, 2, 4, 5). Znackou M je oznacen Zebfticek.

Frekvence genotypl a alel polymorfizmu Fokl byla porovndvana mezi skupinami
pacientl a zdravymi kontrolami (tabulka 16). Nalezli jsme statisticky vyznamné rozdily
v distribuci genotypt u DM1 (P=0,034) a u DN (10%). Alela F se zda byt predispoziéni pro rozvoj
diabetické nefropatie (P=0,002).

Tabulka 16: Frekvence genotypu a alel Fokl polymorfizmu VDR genu

VDR NDRD DM1 DM2 DN zdravi
Genotyp/alela N (frekvence) (frekvence) (frekvence) (frekvence) (frekvence)
ff 3 (0,064) 10 (0,185) 18 (0,155) 11 (0,083) 12 (0,106)
Ff 28 (0,596) 25(0,463) 60 (0,517) 58 (0,439) 76 (0,673)
FF 16 (0,340) 19 (0,352) 38 (0,328) 63 (0,477) 25(0,221)
HWE P 0,047 0,474 0,476 0,644 0,000
P-hodnota 0,25 0,034 0,0571 10"

f 34 (0,362) 45 (0,416) 96 (0,438) 80 (0,303) 100 (0,442)
F 60 (0,638) 63 (0,584) 136 (0,586) 184 (0,697) 126 (0,558)
P-hodnota 0,214 0,724 0,571 0,002

OR 1,401 0,900 1,124 1,825

95%Cl 0,958-1,267 0,566-1,431 0,776-1,628 1,259-2,646

N—pocet vysetfenych pacientl v dané skupiné s vyslednym genotypem/alelou. Podle Hardy — Weinbergova
zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE. Hodnota P udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05
pro FisherQv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti 95%Cl.
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4.1.2. Genotypizace polymorfizmu BstBl genu PTH

766 bp

500 bp >

200bp —p

Obrazek 10: Genotypizace polymorfizmu BstBl genu PTH

Vysledek restrikéniho Stépeni nahodné vybranych vzorkd pacientl s DN oznacenych 1-8. Homozygot
BB je detekovan pfitomnosti fragmentl o délce 387 bp a 213 bp (vzorek 1, 3, 7). Heterozygot Bb je
detekovan pritomnosti fragmentl 600 bp, 387 bp, a 213 bp (vzorky 2, 4, 5, 6). Homozygot bb je

detekovan pfitomnosti fragmentu o délce 600 bp (vzorek 8). Znackou M je oznacen Zebfricek.

Frekvence genotypl a alel polymorfizmu BstBl byla porovnavana mezi skupinami
pacientd a zdravymi kontrolami (tabulka 17). Nalezli jsme statisticky vyznamné rozdily
v distribuci genotypl u DN (P=0,023). Alela B se zda byt predispozi¢ni pro rozvoj diabetické
nefropatie (P=0,011).

Tabulka 17: Frekvence genotypu a alel BstBl polymorfizmu PTH genu

PTH NDRD DM1 DM2 DN zdravi
Genotyp/alela N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence)
bb 5(0,111) 7 (0,137) 14 (0,135) 12 (0,106) 20(0,241)
Bb 25 (0,556) 26 (0,509) 47 (0,452) 46 (0,407) 33(0,398)
BB 15 (0,333) 18 (0,354) 43 (0,413) 55 (0,487) 30(0,361)
HWE P 0,257 0,543 0,000 0,029 0,079
P-hodnota 0,123 0,620 0,173 0,023

b 35(0,338) 40 (0,392) 75 (0,360) 70 (0,309) 73(0,439)
B 55 (0,662) 62 (0,608) 133 (0,640) 156 (0,691) 93 (0,561)
P-hodnota 0,508 0,524 0,136 0,011

OR 1,233 0,822 1,392 1,749

95%ClI 0,731-2,081 0,497-1,358 0,917-2,113 1,153-2,653

N—pocet vysetfenych pacientd v dané skupiné s vyslednym genotypem/alelou. Podle Hardy — Weinbergova
zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE. Hodnota P udava statistickou vyznamnost na hladiné
0,05 pro Fisherdv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti 95%Cl.
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4.1.3. Genotypizace Drall polymorfizmu PTH genu

501 bp

<«— 224bp

Obrazek 11: Genotypizace Drall polymorfizmu PTH genu

Vysledek restrikéniho Stépeni ndhodné vybranych vzork( pacientli s DN oznacenych 1-8. Homozygot
DD je detekovan pfitomnosti fragmentt o délce 420 bp a 180 bp (vzorky 1, 3, 5, 7). Heterozygot Dd je
detekovan fragmenty o délce 600 bp, 420 bp a 180 bp (vzorky 2, 4, 8). Homozygot dd je detekovan

pfitomnosti fragment( o délce 600 bp (vzorek 6). Znackou M je oznacen Zebfricek.

Frekvence genotypl a alel polymorfizmu Drall byla porovnavana mezi skupinami
pacientd a zdravymi kontrolami (tabulka 18). Nalezli jsme statisticky vyznamné rozdily
v distribuci genotypt u viech skupin pacient(: u NDRD (P=0,003), DM1 (P=10"), DM2 (P=10")
a DN (P=103). Alela D je predispozi¢ni pro rozvoj diabetu a jeho komplikaci: NDRD (P=0,015),
DM1 (P=0,005), DM2 (P=0,007) a DN (P=0,003).

Tabulka 18: Frekvence genotypu a alel Drall polymorfizmu PTH genu

PTH NDRD DM1 DM2 DN zdravi

Genotyp/alela N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence) N (frekvence)

dd 1(0,022) 2 (0,039) 5 (0,049) 1(0,009) 1(0,0011)
Dd 15 (0,326) 14(0,269)  32(0,311)  42(0,375)  56(0,636)
DD 30(0,652)  36(0,692)  66(0,641)  69(0,616)  31(0,352)
HWE P 0,576 0,708 0,663 0,047 0,000
P-hodnota 0,003 10* 10* 103

d 17 (0,185) 18(0,173)  42(0,204)  44(0,196)  58(0,329)
D 75(0,815) 86 (0,827) 164 (0,796)  180(0,804) 118 (0,671)
P-hodnota 0,015 0,005 0,007 0,003

OR 2,168 0,426 1,919 2,011

95%Cl 1,174-4,004 0,234-0,774 1,209-3,047 1,275-3,171

N—pocet vysetfenych pacient( v dané skupiné s vyslednym genotypem/alelou. Podle Hardy — Weinbergova
zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE. Hodnota P udava statistickou vyznamnost na hladiné
0,05 pro Fisherdv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti 95%Cl.
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4.1.4. Porovnani kombinaci genotypi VDR a PTH mezi skupinami DN, DM2 a zdravymi
kontrolami

PFi porovnani vSech moZnych kombinaci genotypl VDR mezi zdravymi kontrolami a
skupinou DN jsme nalezli haplotyp BBFFAATt (P=0,046) u 7 jedincl (6,5 %) s DN. Tento

haplotyp u zdravych kontrol nalezen nebyl.

Pfi porovndani vsech moznych kombinaci genotypt VDR mezi skupinou DM2 a DN jsme
nalezli haplotyp BbFFAaTt (P=0,018) u 21 jedincu (19,4 %) skupiny DN. Tento haplotyp byl
nalezen u 9 jedincu (8,6 %) s DM2.

Pfi porovnani vSiech moznych kombinaci genotypl PTH mezi zdravymi kontrolami a
skupinou DN jsme nalezli 2 statisticky vyznamné haplotypy. Haplotyp bbDd (P=10%) byl
nalezen u 16 zdravych kontrol (19,8 %) a u 1 jedince (0,9 %) s DN. Haplotyp BBDD (P=0,002)
byl nalezen u 30 jedinct (27 %) s DN a 8 zdravych jedinct (9,9 %).

Pti porovnani vSech moznych kombinaci genotypl PTH mezi zdravymi kontrolami a
DM2 jsme nalezli 2 statisticky vyznamné haplotypy. Haplotyp bbDd (10%) byl nalezen u 16
zdravych kontrol (19,8 %) a u 2 jedinct s DM2 (1,9 %). Haplotyp BBDD (P=0,019) byl nalezen
u 8 zdravych kontrol (9,9 %) a u 23 jedinct s DM2 (22,3%).

Tabulka 19: Haplotypy VDR Bsml-Fokl-Apal-Tagl a PTH BstBl-Drall mezi DN, DM2 a zdravymi
kontrolami

Haplotyp DN vs. zdravi DM2 vs. zdravi DN vs. DM2
P-hodnota P-hodnota P-hodnota
OR (95%Cl) OR (95%Cl) OR (95%Cl)
Gen VDR
BBFFAATt 0,046 NS NS
0,935 (0,890-0,983)
BBFFAaTt NS NS 0,018
2,575 (1,119-5,923)
Gen PTH
bbDd 10* 10*
2,623 (1,105-6,229) 0,080 (0,018-0,361) NS
BBDD 0,002 0,019

3,380 (1,457-7,841) 2,623 (1,105-6,229) NS

Vzhledem k nizkému poctu pacientd byly skupiny NDRD a DM1 vytazeny z dalsiho statistického hodnoceni.
Porovnavany byly pouze 2 skupiny pacientd DN a DM2 vs. zdravé kontroly. V tabulce jsou uvedené kombinace
genotypuy, které spliuji podminku P<0,05. Zbylé kombinace genotypl nebyly statisticky vyznamné, a proto
z divodU prehlednosti uvadény nebyly
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4.2. Genotypizace CASR

4.2.1. Genotypizace polymorfizmi rs1042636 a rs3804594 genu CASR

Byla provedena genotypizace polymorfizm( rs1042636 a rs3804594 genu CASR u
pacientd a zdravych kontrol a dalsi kontrolni skupiny NWD (nediabeticti pacienti s ledvinovym
selhanim). Parametry vySetfovaného souboru pacientl jsou uvedeny v tabulce 20. Vysledky
této genotypizace byly publikovany v ¢lanku Zeleznikové a kol. 2014 (viz. ptiloha 2).

Rs3804594 byl vySetfovan metodou PCR-RFLP a rs1042636 byl vySetfovan metodou

PCR s vyuzitim genotypizacnich TagMan sond.

Tabulka 20: Parametry vySetfovaného souboru a laboratorni charakteristika pacientt

skupina DM2 DN NDRD NWD Kontroly

pocet

pacientl 48 58 52 66 93

ve skupiné

pohlavi (% zen) 54 53 42 40 56

vék 66 70 79 55 34

trvani diabetu 24 21 26 - -

diabeticka 21 100 24 ne ne

retinopatie (%)

DU-proteinurie 0,001 3,55 (2,25-14,8) 0,41 (0,02—1,24) 0,89 (0-5,32) ne

(g/24hod)

S—creatinin (umol/I) 72,06 276,55 168,06 245,42 44-110 muii
44-104 Zeny

S—Ca (mmol/I) 2,42 2,25 2,44 2,37 n/a

S—P (mmol/l) 1,09 1,56 1,12 1,11 n/a

S—PTH (pmol/I) n/a 17,94 32,75 135,23 n/a

DU—proteinurie = celkovy protein v moci za 24 hod, S—Cr = sérovy kreatinin, S—Ca=sérovy vapnik, S—P=sérovy
fosfor, S-PTH=sérovy parathormon, NWD skupina—nediabetici s chronickym selhanim ledvin. DM2 — diabetici 2.
typu, DN — diabetici s diabetickou nefropatii, NDRD — diabetici s nediabetickou nefropatii, NWD — nediabeticti
pacienti s chronickym selhanim ledvin, n/a nebylo méfeno

Laboratorni hodnoty sérového vapniku, fosforu a parathormonu (tabulka 20) se mezi
skupinami pacientl signifikantné nelisi. Tyto hodnoty se nachazi ve fyziologickych mezich. To
muZe byt zpGsobeno korekci hladin Ca%*, P a PTH léky. U zdravych ddarc( krve neni rutinné
stanovovan vapnik, fosfor a parathormon, avsak je stanovovdn sérovy kreatinin a jiné

biochemické ukazatelé, které vsechny musi byt ve fyziologickych mezich.
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4.2.1.1. Genotypizace rs3804594 genu CASR

Pomoci PCR byl namnoZen produkt o délce 320 bp. Pokud je pfitomna substituce T->C,
restriktdza BSeRI tento produkt Stépi na dva fragmenty o délce 260 bp a 60 bp. Homozygot TT
je detekovan pritomnosti fragmentu o délce 320 bp. V pfipadé heterozygota TC byly
detekovany 3 fragmenty o délce 320 bp, 260 bp a 60 bp. V pfipadé CC homozygota byly
detekovany 2 fragmenty o délce 260 bp a 60 bp.

501bp —

224 bp

Obrazek 12: Genotypizace rs3804594 genu CASR

Vysledek restrikéniho Stépeni ndhodné vybranych vzorkd pacientl s DM2 oznacenych 1-8.
Homozygot TT byl detekovan pritomnosti fragmentu o velikosti 320 bp (vzorky v draze 3, 4 a 7).
Heterozygot TC byl detekovan pfitomnosti fragmentd o velikosti 320, 260 a 60 bp (vzorky v draze 1, 2,
8). Homozygot CC byl detekovan pritomnosti fragmentl o velikosti 260 a 60 bp (vzorky v draze 5 a 6).

Jako M byl oznacen Zebficek.

Frekvence genotypu a alel polymorfizmu rs3804594 byla porovnavana mezi skupinami
pacientd a zdravymi kontrolami a mezi skupinami pacientd a kontrolni skupinou NWD
(nediabeticti pacienti s ledvinovym selhanim). Zjisténé frekvence genotyp( a alel jsou ukazany
v tabulce 21. Nalezli jsme statisticky vyznamné rozdily mezi frekvencemi genotypl u vsech
skupin pacientli v porovnani se zdravymi kontrolami, kromé skupiny DN: DM2 (P=0,002);

NDRD (P=0,0001); NWD (P=0,0005).
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Nenalezli jsme statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy u zkoumanych skupin

pacientd a kontrolni skupinou NWD kromé skupiny DN ( P=0,03).

Nenalezli jsme staticky vyznamné rozdily mezi frekvencemi alel u zadné skupiny

pacientu.

Tabulka 21: Frekvence genotypu a alel rs3804594

CASR DM2 DN NDRD NWD zdravi
genotyp/alela % (N=48) % (N=58) % (N=52) % (N=65) % (N=93)
TT 56,25 (27) 32,76 (19) 50,00 (26) 52,86 (34) 33,33 (31)
TC 37,50 (18) 63,79 (37) 34,61(18) 39,99 (26) 66,67 (62)
CC 6,25(3) 3,45 (2) 15,38 (8) 7,15 (5) 0

HWE P 1,00 0,002 0,123 0,99 0,000
P-hodnota 0,002 0,19 0,0001 0,0005 -

(vs. zdravi)

P-hodnota 0,98 0,03 0,41 - -

(vs. NWD)

T alela 75,00 (72)  64,66(75) 69,91(70)  72,08(94) 66,67 (124)
Calela 25,00 (24) 35,34 (41) 30,09 (34) 27,92 (36) 33,33 (62)
P-hodnota, OR 0,17; 0,67 0,80; 1,01 1,00; 0,97 0,32;1,31 -

(95%Cl)
(vs. zdravi)

P-hodnota, OR
(95%Cl)
(vs. NWD)

(0,38-1,16)

0,76; 0,87
(0,48-1,59)

(0,67-1,78)

0,22; 1,43
(0,83-2,45)

(0,58-1,62)

0,47; 1,27
(0,72-2,22)

(0,79-2,13)

Zkratky poutzité v tabulce: N — pocet vySetfenych pacientl v dané skupiné s vyslednym genotypem, %

— zastoupeni genotypl v jednotlivych skupinidch v procentech. P — hodnota udava statistickou

vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisherlv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem

spolehlivosti 95%Cl. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE.
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4.2.1.2. Genotypizace rs1042636 genu CASR

Genotypizace rs1042636 genu CASR byly provedena TagMan sondami. TagMan sondy
jsou oligonukleotidy s navazanou fluorescencéni zna¢kou na 5-konci. Na 3‘-konci se nachazi
nefluorescencni zhase¢ a molekula vazajici se do malého Zlabku DNA, tzv. MBP (minor groove
binder). Pokud se zhasec naléza v blizkosti znacky na 5‘-konci, tlumi jeji fluorescenci. Naopak
pokud se fluorescenéni znacka nachdzi dostatecné daleko od zhdsece, dojde k emisi

fluorescence.
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Obrazek 13: Redlny vystup grafického zobrazeni diskriminace alel pomoci 7000 Sequence

Detection Software 1.2.3. u vybranych pacientti polymorfizmu rs1042636 genu CASR

Kazdy vzorek byl vysetfen v dupletu, jako negativni kontrola byla k reakéni smési pipetovana voda.
Alely byly pfifazeny k jednotlivym vzorkiim na zakladé namérené flourescence ve fazich pre-read a
post-read. Vzorky byly rozdéleny do 3 skupin: ¢ervené vyznaceny vzorek alela 1/ alela 1 predstavuje
homozygota s navdzanou VIC sondou, zelené oznaceny vzorek alela 1/ alela 2 predstavuje
heterozygota s navazanou VIC a FAM sondou a modfe oznaceny vzorek alela 2/alela 2 predstavuje

homozygota s navdzanou FAM sondou.
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Frekvence genotypU a alel polymorfizmu rs1042636 genu CASR byla porovnavana mezi
skupinami pacientl a zdravymi kontrolami a mezi skupinami pacientl a kontrolni skupinou
NWD (nediabeticti pacienti s ledvinovym selhanim). Zjisténé frekvence genotypl a alel jsou
ukazany v Tabulce 22. Nenelezli jsme Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy.
Nalezli jsme pouze mirny statistky vyznamny rozdil mezi alelami ve skupiné DN a zdravymi

kontrolami (P=0,03).

Tabulka 22: Frekvence genotypu a alel rs1042636

CASR DM2 DN NDRD NWD zdravi
genotyp/alela % (N=48) % (N=58) % (N=52) % (N=66) % (N=93)
AA 91,67 (44) 94,82 (55) 94,23 (49) 88,73 (59) 87,10 (81)
AG 8,33 (4) 5,18 (3) 5,77 (3) 9,09 (6) 7,52 (7)
GG 0 0 0 1,51 (1) 5,38 (5)
HWE P 0,82 0,83 0,83 0,101 0,000
P-hodnota 0,26 0,16 0,21 0,44 -

(vs. zdravi)

P-hodnota 0,68 0,42 0,53 - -

(vs. NWD)

A alela 95,83 (92) 97,41 (113) 97,15(101) 93,66 (124) 90,86 (169)
G alela 4,17 (4) 2,59 (3) 2,85 (3) 6,34 (8) 9,14 (17)
P-hodnota, OR 0,16; 0,43 0,03; 0,26 0,05; 0,29 0,54; 1,38 -

(95%Cl)
(vs. zdravi)

(0,14-1,16) (0,08-0,92) (0,08-1,01) (0,60-3,21) -

P-hodnota, OR
(95%Cl)
(vs. NWD)

0,57; 0,59
(0,18-2,01)

0,15; 0,37
(0,30-1,85)

0,24;0,41 - -
(0,10-1,39) - -

Zkratky poutzité v tabulce: N — pocet vySetfenych pacientl v dané skupiné s vyslednym genotypem, %
— zastoupeni genotypl v jednotlivych skupinidch v procentech. P — hodnota udava statistickou
vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisherlv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem

spolehlivosti 95 % Cl. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace neni v souladu HWE.
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4.2.2. Genotypizace rs1501898, rs1801725 a rs7652589 genu CASR

Genotypizace rs1501898, rs1801725 a rs7652589 genu CASR byla provedena TagMan

sondami u pacientl s DM1 a DM2 a zdravych kontrol. Vysledky této studie nebyly

publikovany.

4.2.2.1. Genotypizace rs1501898 genu CASR

Zjisténé frekvence genotypl a alel jsou ukazany v tabulce 23. Nenalezli jsme Zadny

statisticky vyznamny rozdil mezi frekvencemi genotyp( a alel u zkoumanych skupin pacienta.

Tabulka 23: Frekvence genotypti a alel rs1501898

CASR DM1 DM2 zdravi
genotyp/alela % (N=76) % (N=80) % (N=87)
AA 6,58 (5) 3,75 (3) 2,06 (2)
AC 22,37 (17) 32,50 (26) 30,97 (30)
CC 71,05 (54) 63,75 (51) 66,97 (65)
HWE P 0,04 0,88 0,49
P-hodnota 0,18 0,76 -

(vs. zdravi)

A alela 17,76 (27) 20,00 (32) 17,52 (34)
Calela 82,24 (125) 80,00 (128) 82,48 (160)
P-hodnota, OR 1,00; 1,016 0,58; 1,176 -

(95%Cl)
(vs. zdravi)

(0,58-1,77)

(0,69-2,01)

DM1 — diabetici 1. typu, DM2 — diabetici 2. typu, N — pocet vySetfenych pacientl v dané skupiné
s vyslednym genotypem, % — zastoupeni genotypl v jednotlivych skupinach v procentech. P — hodnota
uddava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisher(v dvoustranny test, OR miru relativniho
rizika s intervalem spolehlivosti 95 %Cl Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace

neni v souladu HWE.
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4.2.2.2. Genotypizace rs1801725
Zjisténé frekvence genotypu a alel jsou ukazany v tabulce 24. Nenalezli jsme Zadny

statisticky vyznamny rozdil mezi frekvencemi genotyp( a alel u zkoumanych skupin pacienta.

Tabulka 24: Frekvence genotypu a alel CASR rs1801725

CASR DM1 DM2 zdravi
genotyp/alela % (N=80) % (N=90) % (N=101)
GG 70,00 (56) 64,44 (58) 74,51 (76)
GT 28,75 (23) 33,33 (30) 24,51 (24)
T 1,25 (1) 2,23 (2) 0,98 (1)
HWE P 0,42 0,40 0,55
P-hodnota 0,79 0,29 -

(vs. zdravi)

G alela 84,38 (135) 81,11(146) 86,76 (177)
T alela 15,62 (25) 18,89 (34) 13,24 (27)
P-hodnota, OR 0,55; 0,82 0,16; 0,66 -

(95%Cl) 0,46-1,48 0,38-1,14

(vs. zdravi)

DM1 — diabetici 1. typu, DM2 — diabetici 2. typu, N — pocet vySetfenych pacientl v dané skupiné
s vyslednym genotypem, % — zastoupeni genotypl v jednotlivych skupinach v procentech. P — hodnota
uddva statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisher(v dvoustranny test, OR miru relativniho
rizika s intervalem spolehlivosti Cl 95 %. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace

neni v souladu HWE.

4.2.2.3. Genotypizace rs7652589
Nalezli jsme statisticky vyznamny rozdil mezi frekvencemi genotypl mezi skupinou
DM1 a zdravymi kontrolami (P=0,0098). Nalezli jsme mirny statisticky vyznamny rozdil mezi

alelami u DM1 a zdravymi kontrolami (P=0,04).
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Tabulka 25: Frekvence genotypti a alel rs7652589

CASR DM1 DM2 zdravi
genotyp/alela % (N=80) % (N=90) % (N=102)
GG 22,5 (18) 12,22 (11) 6,86 (7)
AG 43,75 (35) 47,77 (43) 52,94 (54)
AA 33,75 (27) 40,01 (36) 40,20 (41)
HWE P 0,31 0,73 0,05
P-hodnota 0,0098 0,42 -

(vs. zdravi)

G alela 44,38 (71) 36,11 (65) 33,33 (68)
Aalela 55,62 (89) 63,89 (115) 66,67 (136)
P-hodnota, OR 0,04; 0,66 0,59;1,13 -

(95%Cl) (0,38-1,14) (0,74-1,72)

(vs. zdravi)

DM1 - diabetici 1. typu, DM2 — diabetici 2. typu, N — pocet vysetfenych pacient v dané skupiné

s vyslednym genotypem, % — zastoupeni genotypU v jednotlivych skupinach v procentech. P — hodnota

udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro Fisherlv dvoustranny test, OR miru relativniho

rizika s intervalem spolehlivosti Cl 95 %. Podle Hardy — Weinbergova zakon (HWE): P < 0,05 populace

neni v souladu HWE.
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5. Diskuze

Zaméfili jsme se na studium vybranych jednonukleotidovych polymorfizm( v genech
kodujici receptor pro vitamin D (VDR), parathormon (PTH) a kalcium senzitivni receptor (CASR)
u diabetickych pacientd stfedoevropského plvodu. Diabetes mellitus je onemocnéni
komplexni a postihuje kromé metabolismu glukézy i metabolismus vapniku a fosfatu.
Onemocnéni ledvin u diabetikl vznikd v disledku diabetické metabolické poruchy a dosud
nepresné definované genetické predispozice. Poruchy kalciofosfatového metabolismu
ovliviiuji u diabetickych pacientl progresi chronického onemocnéni ledvin.

Vysetfované skupiny pacient( byly rozdéleny na diabetiky 1 a 2. typu bez komplikaci
(DM1 a DM2), diabetiky trpici diabetickou nefropatii (DN) a diabetiky trpici selhanim ledvin
nediabetického plivodu (NDRD). Uvédomujeme si, Ze takové rozdéleni pacientl mlze byt
sporné, nebot u diabetickych pacientl se mohou rozvijet ledvinové komplikace po mnoha
letech trvani diabetu a nelze tedy dopfredu fict, zda pacient z diabetické skupiny bez
komplikaci nebude po nékolika letech trpét také ledvinovym selhanim diabetického ptvodu.
Z genetického hlediska se tedy jednd o obtizné definovatelnou skupinu pacient
s heterogennim genetickym pozadim.

Jako kontrolni skupiny jsme pouzili 2 soubory. Prvni soubor tvofili zdravi darci krve a
dalS$i samostatnou kontrolni skupinu predstavovali nediabeti¢ti pacienti s nediabetickym
ledvinovym selhanim (NWD). Kontrolni skupina NWD se zda byt vhodnéjsi skupinou nez zdravi
darci krve. Vékové je NWD (pramérny vék 55 let) blizsi skupindm zkoumanych pacientl a lze
u nich s vétsi pravdépodobnosti predpokladat, zZe se u nich s pribyvajicimi lety nebude rozvijet
diabetes tak jako u zdravych darctd krve (pramérny vék 34 let).

Pokud bychom se blize zaméfili na typ nefropatie, musime konstatovat, Ze vétSina
pacientd nepodstoupila rendlni biopsii. Ta byva jako invazivni metoda indikovdna pouze v
urcitych pripadech. Pro nasi studii je tedy rendlni biopsie nedostupny material, a my jsme se
tento nedostatek snazili kompenzovat zpfisnénim kritérii pro diagndzu diabetické nefropatie.

Volba metody genotypizace u naseho projektu byla zavisla na pocétu zkoumanych SNP
a poctu vzork( DNA. Pro rozsahly genotypovy projekt s vysokym poctem zkoumanych SNP a
malym poctem vzorku jsou idedlni Cipové technologie. Vzhledem k limitim naseho projektu a
k malému poctu zkoumanych SNP, ale relativné velkému poctu vzork(, jsme se zaméfili na

pouziti hybridiza¢nich TagMan sond. Vyhodou TagMan sond je vysoka presnost, ¢asova
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efektivnost a finanéni dostupnost. Vedle této metody jsme dale poufzili klasickou metodu
zaloZenou na selektivnim restrikénim Stépeni danych polymorfizma (PCR-RFLP).

Dosud nebyly odhaleny Zadné obecné ,velké” kandidatni geny predisponujici
k diabetu. Kandidatnich genu ,,malého ucinku” byla vytipovana cela rada, ale bohuzel se
opakované stalo, Ze asociace daného genu s nemoci se pfi testovani na jiném souboru

pacientl nepotvrdila.

Polymorfizmy genu VDR a PTH

V souvislosti s poruchou kalcium—fosfatového metabolismu byly zkoumany geny,
jejichz proteinové produkty vyznamné ovliviuji kalcium—fosfatovy metabolismus v ledvinach,
a u nichz se predpoklada vliv na patogenezi jak samotného diabetu, tak ledvinného poskozeni.
Receptor vitaminu D (VDR) patfi do velké rodiny nuklearnich receptorti a transkripcnich
faktorG. Mezi nejvyznamnéjsi regulatory kalciového a fosfatového metabolismu patfi téz
parathormon (PTH).

V genu VDR byly pomoci restrikénich endonukledz Bsml, Fokl, Taqgl a Apal nalezeny
strejnojmenné polymorfizmy, u kterych byla prokazédna asociace s nékterymi chronickymi
onemocnénimi. Vysetfili jsme vySe zminéné polymorfizmy Bsml, Fokl, Taqgl a Apal genu VDR a
polymorfizmy Drall a BstBl genu PTH u diabetik 1. a 2. typu a pacientd s ledvinovymi
komplikacemi (Vedralova a kol. 2012; viz pfilohal).

Ukazali jsme, Ze polymorfizmus Fokl je predispozi¢ni pro rozvoj diabetu 1. typu a
diabetické nefropatie. Nase vysledky jsou v souladu se studii Ponsonby a kol. (Ponsonby et al.
2008). U diabetikl 1. typu je polymorfizmus Fokl asociovdn s diabetickou retinopatii (Taverna
et al. 2005). U hemodyalizovanych pacientl se saturaci transferinu <20% je alela F zastoupena
Castéji nez u hemodyalizovanych pacient(l se saturaci transferinu >20%. Alely genu VDR jsou
asociovany s hladinami Zeleza a nutricnimi markery, které jsou vysoce prediktivni proménné
kardiovaskularni morbidity a mortality u hemodyalizovanych pacientd (Amato et al. 2008).
Polymorfizmus Fokl mliZe uréovat odezvu pfistitnych télisek u pacientd s chronickym selhanim
ledvin (Gago et al. 2005). Nase vysledky potvrzuji toto zjiSténi, protoze jsme nalezli vyssi
frekvenci alely F u pacient( s diabetickou nefropatii.

Nenalezli jsme signifikantni asociaci polymorfizmd Bsml, Apal a Tagl u vySetfovanych
skupin pacientd. Nékteré studie rovnéZz nepotvrdily signifikantni asociaci uvedenych

polymorfizm( u pacientt s diabetem 1. a 2. typu (Dilmec et al. 2010, Oh et al. 2002). Naopak
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jiné studie provedené v Némecku a Taiwanu asociaci s diabetem 1. typu nalezly (Pani et al.
2000, Chang et al. 2000).

V nasi studii nds dale zdjimalo, zda nékteré kombinace genotypl VDR a PTH nelze

vyuZit v prediktivni diagnostice rozvoje ledvinovych komplikaci u diabetik(.
Shledali jsme haplotypy BBFFAATt a BbFFAaTt genu VDR jako rizikové pro rozvoj diabetické
nefropatie. S diabetem 1. typu jsou asociovany haplotypy BFAt a BfAT (Israni et al. 2009).
V chorvatské populaci byla oznacena kombinace BBAAtt jako rizikova pro rozvoj diabetu 1.
typu (Skrabi¢ et al. 2003).

Nase vysledky ukazuji, Ze haplotyp BBDD je asociovan s diabetem 2. typu a diabetickou
nefropatii, ale nema prediktivni hodnotu, podle které bychom mohli pfedpovédét, zda se u
diabetika rozvinou ledvinové komplikace.

Haplotyp bbDd, resp. alely b a d maji podle nasich vysledkd protektivni roli pred
rozvojem diabetu 2. typu a jeho ledvinovych komplikaci.

Kanzawa a kol. ve své studii porovnaval vztah mezi polymorfizmy Drall a BstBl a
rozvojem primarni hyperparathyreézy, ale nenalezl Zadnou asociaci genotypll PTH a
zkoumaného onemocnéni (Kanzawa et al. 1999). U hemodialyzovanych pacientll se
sekundarni hyperparathyredzou nebyl nalezen rozdil ve frekvenci genotypl PTH (Gohda et al.

2002).

Polymorfizmy genu CASR

CASR vykazuje funkéni mnohostrannost a aktivuje mnozstvi rliznych signalnich drah.
Svymi Ucinky se stal rozhodujicim faktorem pro fyziologické a patofyziologické procesy
souvisejici s homeostazou vapniku a zda se byt vhodnym kandidatnim genem pro nasi studii.

Analyzovali jsme celkem 5 polymorfizm( v genu CASR. Vysledky genotypizace byly
rozdéleny do 2 studii. Polymorfizmy rs1042636 a rs3804594 byly vysetfeny u diabetik( 2. typu
s ledvinovymi komplikacemi a bez ledvinovych komplikaci a byly porovndvany se skupinou
zdravych darca krve a se skupinou NWD (Zeleznikova et al. 2014, viz pfiloha 2). Polymorfizmy
rs1501898, rs7652589 a rs1801725 byly vysetreny u diabetik(l 1. a 2. typu a byly porovnany
pouze se zdravymi darci krve. Vysledky této studie publikovany nebyly.

Nase vysledky ukazuji, Ze v porovnani se zdravymi kontrolami, je polymorfizmus

rs3804594 rizikovym faktorem pro rozvoj diabetu 2. typu a NWD ne vSak DN. Z téchto zjiSténi
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Ize predpokladat jeho ochrannou roli polymorfizmu v rozvoji této mikrovaskularni chronické
komplikace diabetu.

Z hlediska rozloZeni genotypl je zvlastni, Ze nase kontrolni skupina obsahuje 33 % TT a
67 % TC, ale genotyp CC nalezen nebyl. Yano s kolegy vySetfoval tento polymorfizmus u
japonskych hemodyalizovanych pacientd. Cast pacientd méla diabetes, pficem? plvod
ledvinového selhani uveden neni. Zastoupeni genotyp(l u hemodyalizovanych pacient( bylo
nasledujici: n (TT)=73, n (TC)=29 a n (CC)=20. CC genotyp byl zastoupen v 16 %. Zdravy jedinci
genotypizovani nebyli. Nase vysledky vykazuji CC genotyp u skupiny DN 3 %, u NDRD 15 % a
u skupiny NWD 7 %. Proc jsme nenalezli Zadny CC genotyp u zdravych kontrol je tedy tézké
zodpovédét. Z téchto zjisténi bychom mohli usuzovat, Ze CC genotyp je predispozi¢ni pro
rozvoj ledvinovych komplikaci a diabetu. Metoda PCR-RFL, kterou jsme pouZili pro analyzu
polymorfizmu nachazejiciho se v intronu 4, byla ptevzata od tohoto autora (Yano et al. 2000).
Pokud jsme porovnavali rs3804594 u skupin pacientd s NWD skupinou, nasli jsme statisticky
vyznamné rozdily u zkoumanych genotypl pouze pro jednu skupinu pacient(, a to DN.

Genotypizace polymorfizmu rs1042636 neodhalila statisticky vyznamné rozdily v
zastoupeni genotypt Ci alel u zkoumanych skupin.

Polymorfizmus rs1042636 byl pomérné intenzivné zkouman jako kandidatni gen pro
studium etiopatogeneze urolitidzy. Rada praci se zabyvala hleddnim asociace mezi urolitidzou
a vysokou hladinou vapniku. Vysledky téchto analyz zUstavaji stdle rozporuplné. Corbetta
s kolegy nenasel rozdil ve frekvenci genotypl mezi kontrolni skupinou a pacienty s PHPT
(Corbetta et al. 2006). Vyzkumy provedené na némecké a italské kohorté pacient s PHPT
(Miedlish et al. 2001, Cetani et al. 2002) jsou v souladu s témito zjisténimi.

Zminéné studie dokladaji, Zze tento polymorfizmus se nezdd byt predispozi¢ni pro
rozvoj PHPT. V souladu s témito zjisSténimi se autofi téchto praci zaméfili na to, zda urdity
genotyp muze ovlivnit klinicky prabéh PHPT. Zjistili, Ze zaména argininu za glycin na pozici 990
muze souviset s klinickym fenotypem PHPT. Pacienti s genotypy G/G a G/A vykazuji nizsi
sérovou hladinu PTH, vyssi kalciurii a zvySenou nachylnosti k urolitidze. Tato data jsou tedy
v rozporu s predchozimi zjisténimi autor(, ktefi nenalezli asociaci rs1042636 s PHPT (Miedlish
et al. 2001, Cetani et al. 2002). Rozpor je pravdépodobné zplsoben nizkym poctem pacient(
zarazenych do predchozich studii a vzacnym vyskytem tohoto polymorfizmu u kavkazské

populace.
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Asociace alely G s nizsimi hladinami PTH byla pozorovana u japonskych pacient(
s primarni a sekundarni HPT, kde je tento polymorfizmus zastoupen mnohem castéji,
pravdépodobné v souvislosti s odliSnym etnickym a genetickym pozadim (Yamauchi et al.
2001).

Nenalezli jsme Zadnou asociaci rs1801725 a rs1501898 u zkoumanych skupin pacientu.
Zjistili jsme vsak, Ze polymorfizmus rs7652589 je asociovan s diabetem 1. typu. Statistickou
analyzou byla prokdzana vyznamnost alely A pro rozvoj diabetu 1. typu.

Bylo zjisténo, Ze polymorfizmus rs7652589 je rizikovym faktorem pro rozvoj
nefrolithidzy v ¢inské populaci (Li et al. 2018). V evropské populaci polymorfizmus rs7652589
zvySuje u PHPT pacientl riziko rozvoje ledvinovych kamend (Vezzoli et al. 2011). Tento

polymorfizmus leZi v regulacni oblasti genu CASR a souvisi zfejmé s Urovni genové exprese.

Kalciové a kaliové kanaly v sekreci inzulinu

Neni prekvapuijici, Ze kalcium senzitivni receptor je predisponujici faktor pro rozvoj
samotného diabetu mellitu. Do fungovani B-bunék pankreatu a fyziologické sekrece inzulinu
jsou vyznamné zapojeny jak draslikové tak vdpenaté kandly.

Zvysena hladina glukdézy indukuje zvyseny tok draselnych iontl do bunky draslikovym
kandlem KATP. Protein kalium/potassium inward rectifier 6.2 (KIR6.2) spojeny se
sulfonylureovym receptorem 1 (SUR1) formuje kanal KATP. Protein KIR6.2 je kédovany genem
KCNJ11. Protein SUR1 je kddovany genem ABCC8. Gen KCNJ11 je lokalizovan hned za genem
ABCC8, v té samé oblasti chromozomu 11. Obé molekuly, KIR6.2 a SUR1, se vzajemné ovliviuji
fyzicky i funkéné, protoze spolec¢né reguluji draslikovy vnitfni usmérfiovaé proudu a tim
depolarizaci B-bunék, ktera spousti uvolnéni inzulinu (Ashcroft 2006).

Metabolismus glukdzy zméni pomér ADP/ATP, coz aktivuje vnéjsi cast draslikového
kandlu SUR1 a uzavre pfilehlou vnitfni ¢ast draslikového kanalu KIR6.2. Uzavreni draslikovych
kanall zméni membranovy potencial a otevie vapenaté/kalciové kanaly. Kationty vapniku
iniciuji uvolnéni vytvorenych vezikul obsahujicich inzulin. Mutace v genu KCNJ11 mohou
zpusobit diabetes kvli snizené schopnosti ATP inhibovat aktivitu kanalu KATP a zvysené
schopnosti MgATP soucasné stimulovat funkci tohoto kanalu. Tim dochazi k nedostate¢né
stimulaci sekrece inzulinu, coZ se nakonec manifestuje DM.

lontové, draslikové i vapenaté, kandly byly podle celogenomovych asociacnich studii

(GWAS) oznaceny jako predispozi¢ni pro poruchu inzulinové sekrece. Z literatury je ziejmé, zZe
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nékolik variant genu KCNJ11 je spojeno s rlznymi typy DM, jak multifaktorialnimi (DM1 a
DM2), tak monogennimi (novorozenecky DM). Tim je rozkryt plynuly pfechod od monogenni
formy pres polygenni k multifaktoridlni, ktery zavisi na stupni poSkozeni funkce proteinu
danou mutaci/variantou. Mutace genu KCNJ11 mohou vést k monogennimu autozomalné
dominantnimu typu, pfechodnému ¢i trvalému novorozeneckému DM (Madani et al. 2016).

KCNJ11 obsahuje 219 SNP, z nichZ Sesti byla vénovana vétsi pozornost pravé kvali
asociaci s diabetem. Téchto Sest SNP zahrnuje rs5219, rs5215, rs5210, rs5218, rs886288 a
rs2285676.

NejvyznamnéjSi asociace byla nalezena pro nonsynonymni polymorfizmus
aminokyselin rs 5219 (E23K, substituce kladné nabitého lyzinu K za zaporné nabitou kyselinu
glutamovou E na proteinové pozici 23), a to ve velkych studiich i v ndslednych meta-analyzach
(Hani et al. 1998; Gloyn et al. 2001; Gloyn et al. 2003; Nielsen et al. 2003; Love-Gregory et al.
2003; Florez et al. 2004; van Dam et al. 2005). Funkéni studie ukazaly, Ze varianta rs5219 maze
zménit naboj oblasti vazajici ATP a sniZit citlivost kanalu na ATP, coz vede k nadmérné aktivité
kandlu a naslednému potlaceni sekrece inzulinu.

Tento ucinek na sekreci inzulinu je vyznamné;jsi u nositeld genotypu AA ve srovnani s
nosici genotypu GA (Liu et al. 2006). Podobné vysledky byly pozorovany u hladiny plazmatické
glukdzy nalaéno a postprandidini plazmatické glukézy u pacientld s DM2. Alela A u téchto
pacientd zvySuje hladinu glukézy v plazmé nalac¢no a hladinu postprandialni plazmatické
glukdzy (Gonen et al. 2012, Shaat et al. 2005).

Hypertenze je hlavni komplikaci DM2. Cetné publikace nezavisle pozorovaly, Ze
polymorfizmus rs5219 hraje vtomto onemocnéni vyznamnou roli. Nosici alely A méli vyssi
hladiny HbA1c a krevni tlak v porovnani s nosici alely G (He et al. 2008; Sakamoto et al. 2007;
Koo et al. 2007; Lang et al. 2012).

Polymorfizmus rs5215 je umistén v exonu 1 genu KCNJ11. Jedna se o nesynonymni
mutaci zpUsobenou substituci aminokyseliny izoleucinu G za valin A na proteinové pozici 250
(A250G, GTC = ATC). Valin je hydrofobni, zatimco isoleucin je jednou ze tfi aminokyselin s
rozvétvenymi uhlovodikovymi postrannimi retézci. Nékolik studii prokazalo silnou asociaci
mezi touto variantou genu a DM2 (Chavali et al. 2011; Liu et al. 2006; Sakamoto et al. 2007).
V jiné studii byla nalezana asociace tohoto polymorfizmu s hypertenzi (Koo et al. 2007).

Polymorfizmus rs5210 je umistén ve vysoce konzervované 3 'netranslatované oblasti

genu KCNJ11. Studie potvrdily predispozici tohoto polymorfizmu k DM2 (Liu et al 2006; Koo et
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al. 2007). Alela G pusobi jako potencionalni cil pro miR-1910, zatimco alela A rusi vazbu miRNA
na tuto oblast. MiRNA reguluji syntézu a uvolfovani inzulinu z B-bunék (Dehwah et al. 2012;
Alvarez et DiStefano 2013).

Regulace uvolfiovani inzulinu je zprostfedkovana genem KCNJ11 v interakci s rGznymi
jinymi geny, jako je ABCC8, ABCC9 a CACNA1A-G. CACNA1A-G kéduiji rlizné typy vapnikovych
(VSCC) kanalu, které interaguji s draslikovym kanalem na drovni bunécné mémbrany.

KATP interaguji na intraceluldrni drovni s proteinem PRKACG kédovanym
stejnojmennym genem. Tento protein je gama katalytickd podjednotka proteinové kinazy,
ktera se podili na exocytdze zprostiedkované rliznymi cestami (signalizace zprostfedkovana
vapnikem ¢i hormonem) a rovnéZz aktivuje bunécné procesy pomoci intraceluldrni
proteinkindzy A (Soberg et al. 2013). Kir6.2 interaguje dale s proteiny RAPGEF4, FOXA2 a
ENSA, kédovanymi stejnojmennymi geny. RAPGEF4 je protein, ktery aktivuje cAMP. FOXA2
funguje jako aktivator transkripce pro geny kddujici alfa-fetoprotein, albumin a
tyrosinaminotransferazu. ENSA je endogenni ligand pro SUR1, ktery stimuluje sekreci inzulinu
(Guttula et al. 2010; Fogarty et al. 2014). Snizena koexprese téchto genli mlze zvysit riziko
rovoje diabetu. Pfesny funkéni vztah vyplyvajici z propojeni téchto genl uplatnujicich se pfi

regulaci uvolfiovani inzulinu vSak musi byt teprve stanoven.

Gen kéduijici kalium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1 (KCNQ1) je
lokalizovan v oblasti chromozomu 11p15, kterda je znama tim, Ze se zde nachdzeji dvé
seskupeniimprintovanych gent, H19/IGF2 a KCNQ1.V genu KCNQ1 je kolokalizovan transkript
KCNQ10T1, ktery kontroluje regionalni imprinting a ovliviiuje expresi sousednich gen( véetné
genu cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (CDKN1C), zndmého regulatora vyvoje B-bunék. V
samotné oblasti genu KCNQ1 jsou pfitomné dva SNPs, které jsou asociované s DM2, jen pokud
je od matky dédéna predispozi¢ni exprimovana alela. Dalsi SNP, lezici blize druhého seskupeni
imprintovanych genl, H19/IGF2, nese riziko pouze tehdy, kdyzZ je dédén paterndlné, ale je
protektivni, kdyZ je dédén materndalné (Kong et al. 2009).

Dvé nezavislé GWAS u japonskych pacientl identifikovaly varianty gend KCNQ1, které
jsou spojeny s DM2 (Unoki et al. 2008, Yasuda et al. 2008). Tyto varianty genu byly zkoumany
u nizozemské populace a bylo potvrzeno, Ze jsou vyznamné asociovany se zvySenym rizikem
rozvoje DM2 také u evropské populace, ale nejsou rizikové pro rozvoj diabetickych komplikaci

(van Vliet Ostaptchouk et al. 2012).

74



Gen KCNQ1 je rovnéz exprimovan v ledvinach. INDEL (inzer¢ni/delec¢ni) polymofizmus
vintronu 12 genu KCNQ1 predstavuje rizikovy faktor pro zhorSenou funkci ledvin. Inzeréni
alela je obecné spojena se snizenou glomeruldarni filtraci nezavislé na diagnéze DM2 (Riobello

etal 2016).
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6. Zaver

1. Zjistili jsme statisticky vyznamné rozdily v distribuci genotypt polymorfizmu Fokl
genu VDR u DM1 (P=0,034) a DN (10°4). Alela F je predispoziéni pro rozvoj diabetické nefropatie
(P=0,002).

2. Nalezli jsme statisticky vyznamné rozdily v distribuci genotyp( polymorfizmu BstBI
genu PTH u DN (P=0,023). Alela B je predispozic¢ni pro rozvoj diabetické nefropatie (P=0,011).

Nalezli jsme statisticky vyznamné rozdily v distribuci genotypt polymorfozmu Drall
genu PTH u vSech skupin pacientd: u NDRD (P=0,003), DM1 (P=10"*), DM2 (P=10%*) a DN
(P=103). Alela D je predispoziéni pro rozvoj diabetu a jeho komplikaci: NDRD (P=0,015), DM1
(P=0,005), DM?2 (P=0,007) a DN (P=0,003).

3. Haplotypy BBFFAATt (P=0,046) a BbFFAaTt (P=0,018) genu VDR jsou predispozi¢ni
pro rozvoj diabetické nefropatie.

Haplotyp bbDd genu PTH ma protektivni u¢inek pred rozvojem diabetické nefropatie
(P=10") a samotného diabetu (104).

Haplotyp BBDD je rizikovy pro rozvoj diabetické nefropatie (P=0,002) i samotného
diabetu (P=0,019). Nelze ho tedy vyuzit v prediktivni diagnostice rozvoje ledvinovych

komplikaci u diabetu.

4. Nalezli jsme statisticky vyznamné rozdily mezi frekvencemi genotypt rs3804594 u
vSech skupin pacientll v porovndni se zdravymi kontrolami, kromé skupiny DN: DM2
(P=0,002); NDRD (P=0,0001); NWD (P=0,0005). Polymorfizmus rs3804594 je rizikovym

faktorem pro rozvoj diabetu a jeho ledvinovych komplikaci.

5. Nalezli jsme statisticky vyznamny rozdil mezi frekvencemi genotyp( polymorfizmu
rs7652589 mezi skupinou DM1 (P=0,0098) a zdravymi kontrolami. Nalezli jsme mirny
statisticky vyznamny rozdil mezi alelami u DM1 a zdravymi kontrolami (P=0,04).

Polymorfizmus rs7652589 je predispozi¢nd pro rozvoj diabetu 1. typu.
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