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ABSTRAKT

Nefroticky syndrom je onemocnéni ledvin, jehoz podstatou je porucha podocyti. Muze
vzniknout sekundarné néasledkem infekce, syst¢tmového onemocnéni ¢i nekterych 1€ka, nebo
se vyskytne jako nahld izolovand primarni porucha ledvin. Soucasny standardni 1écebny
postup zatézuje pacienty Cetnymi zavaznymi nezadoucimi u¢inky. U ¢asti nemocnych, kteti
jsou k uvodni nékolikatydenni glukokortikoidni 1€¢bé rezistentni, se dafi identifikovat
kauzalni geneticky podklad, u ostatnich zlistava pti€ina neznama. U pacientd reagujicich na
uvodni glukokortikoidni 1écbu remisi pozdé¢ji mize dojit k opakovanym relapsiim s nutnosti
dlouhodobé¢ glukokortikoidni terapie. Tato prace popisuje vlastni origindlni vyzkumné studie,
které se zabyvaly moznostmi zlepSeni diagnostiky genetickych pficin nefrotického syndromu,
objevovanim molekularni podstaty druhé nejcastejs$i genetické ptiCiny steroid-rezistentni
formy onemocnéni (zpiisobené mutacemi transkripéniho faktoru WT1) a hleddnim klinickych

a laboratornich faktort predikujicich rezistenci ke glukokortikoidni 1é¢bé.

Kombinaci klasického Sangerova sekvenovdni a moderniho sekvenovani nové generace
(NGS) jsme jako prvni v kohorté 18 let sbiranych vzorkd Ceskych a slovenskych déti
s nefrotickym syndromem identifikovali monogenni pfic¢inu u 38 % z nich. Nejprevalentné;jsi
byly kauzalni varianty v genech NPHS2 (15 %), WT1 (9,5 %) a NUP93 (5,4 %). Funk¢ni
studie odhalila vyznamné zmény v afinité 6/8 mutantnich forem transkripcniho faktoru WT1
k cilové sekvenci DNA a luciferazova esej v bunécné linit HEK293 pak i1 zvySenou expresi
jednoho z cilovych geni ACTNI u dvou mutanti WT1 s nejvétsi zménou vazebné afinity.
Z dostupnych klinickych a laboratornich dat pacienti se nam nepodafilo nalézt parametr,
ktery by predikoval terapeutickou odpovéd na glukokortikoidy. Metoda NGS vyznamné
urychluje a zleviiuje diagnostiku monogennich pficin glukokortikoid-rezistentniho
nefrotického syndromu. Vysledek genetické analyzy ndm jiz dnes umoznuje navrhnout
efektivni individualizovanou 1é¢bu u nékterych jedinci. U ostatnich a to i u téch, u kterych je
kauzalni gen znamy, se ¢ekd na objasnéni nebo upiesnéni molekularni podstaty onemocnéni.
To je pfedpokladem uspésné, efektivni, cilené a nezddoucimi ucinky nezatizené 1écby, ktera je

vSak bohuzel dnes pro vétsinu téchto pacientli nedostupna.

Klicova slova: funkéni studie, geneticka analyza, glukokortikoidy, ledviny, luciferazova esej,

mutageneze, NGS, nefroticky syndrom, vazebna afinita, WT1



ABSTRACT

Nephrotic syndrome is a kidney disease caused by injury of the podocytes. It can be
secondary due to infection, systemic disease or certain drugs, but it may also present as
sudden primary nephrotic syndrome without obvious inducer. Current standard treatment has
many severe adverse effects. In some patients that are resistant to the initial several-week-
long glucocorticoid treatment it is possible to reveal the causative genetic aetiology of the
disease, whereas in the rest of them aetiology remains unknown. Those who respond well to
initial glucocorticoid treatment and achieve remission may later on develop repeated relapses
requiring long-term glucocorticoid therapy. This work describes our original research studies
focusing on the improvement of genetic diagnostics of nephrotic syndrome, on the exploration
of molecular mechanisms of the second most common genetic cause of the steroid-resistant
nephrotic syndrome (transcription factor WT1 mutants) and on the search of clinical and

laboratory factors that could predict the resistence to glucocorticoid treatment.

By combining Sanger and next-generation sequencing (NGS) we were the first to identify
monogenic cause in 38 % of Czech and Slovak children with steroid-resistant nephrotic
syndrome whose samples had been collected for 18 years. The most prevalent causative
variants were in genes NPHS2 (15 %), WT1 (9,5 %) and NUP93 (5,4 %). A functional study
revealed that in 6/8 mutant forms of WTI transcription factor the DNA-binding affinity was
significantly changed. Subsequent luciferase assay in HEK293 cells showed that two WT1
mutant forms presenting with the largest change of the DNA-binding affinity induced the
expression of one of the target genes ACTNI. The available clinical and laboratory data of the
patients did not prove to be predictive of the response to the initial glucocorticoid treatment.
The NGS significantly accelerates and reduces the costs of the genetic diagnostics of the
monogenic causes of steroid-resistant nephrotic syndrome. The result of the genetic analysis
already now allows for effective individualized treatment in some patients. However, in the
majority of them including those with know monogenic cause of the disease, we are still
waiting for clarification of the the molecular mechanism of the disease. This is an important
prerequisite for successful, effective, targeted and side-effects-free treatment, which is

nowadays unavailable to most patients.

Key words: functional study, genetic analysis, glucocorticoids, kidney, luciferase assay,

mutagenesis, NGS, nephrotic syndrome, binding affinity, WT1



Seznam zkratek

Angptl4 — angiopoetinu podobny faktor 4

ESRD — Kone¢né stadium onemocnéni ledvin

FPLC — rychla proteinova kapalinova chromatografie
FSGS — fokalni segmentalni glomeruloskleroza

GF — glomerularni filtrace

MCD — nemoc minimalnich zmén

MST — mikroskalova termoforéza

NGS - sekvenovani nové generace

NS — nefroticky syndrom

PCR - polymerazova fetézova reakce

SPRi — Zobrazeni rezonance povrchovych plazmont
SRNS — glukokortikoid-rezistentni nefroticky syndrom
SSNS — glukokortikoid-senzitivni nefroticky syndrom

suPAR — solubilni receptor pro aktivator plazminogenu urokinazového typu
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1. Definice a diagnostika nefrotického syndromu

Nefroticky syndrom (NS) je onemocnéni ledvin charakterizované ztratou sérovych bilkovin
moc¢i (proteinurie), jejich snizenym mnozstvim v séru (hypoalbuminémie), ztoho
vyplyvajicim zmnozenim extracelularni tekutiny projevujicim se nejCastéji otoky kotnikl a
obliceje a laboratorn¢ je doprovazeno vyznamnym zvySenim sérového cholesterolu a
triglyceridii (hyperlipidémii) (Varner et al., 2018; Skalova and Zieg, 2017). Jedna se o jedno
z nejcastéjSich détskych ledvinovych onemocnéni s incidenci v Evropé cca 1/25 000 déti
(Dossier et al., 2016). Neléceny NS mtize dospét az k selhani ledvin a umrti. Zatimco pfic¢inu
onemocnéni se vétSinou nepodaii jednoznacné objasnit, jeho patogeneze je do jisté miry
prozkoumand a spo¢iva ve zvysSené propustnosti glomeruldrni filtracni bariéry v ledvinach
zpusobené vrozenym nebo ziskanym poSkozenim specializovanych ledvinovych bunék -

podocytl (Varner et al., 2018; Torban et al., 2019).

NS se u mensich déti diagnostikuje pomoci kvantitativniho zhodnoceni proteinurie z ranniho
jednorazového vzorku moci. Stanovi se pomér bilkoviny a kreatininu, pfi¢emz nefroticka
proteinurie je definovana hodnotou > 200 mg/mmol (Skalova and Zieg, 2017; KDIGO.,
2012). Piedevsim u starSich spolupracujicich déti lze proteinurii také vySettit 24hodinovym
sbérem modi, kdy nefrotickou proteinurii charakterizuje hodnota bilkoviny > 960 mg/m?*/den
(Skalova and Zieg, 2017). Hypoalbuminémie je pak definovana hodnotou sérového albuminu
< 25 g/l (KDIGO., 2012). Hyperlipidémii ve vétSiné laboratoti odpovida vzestup sérového
cholesterolu > 4,2-5,0 mmol/l (podle v€ku) a sérové koncentrace triglyceridd > 1,6-2,2

mmol/l (podle veéku) (Geier, 2001; Skalova and Zieg, 2017).

Chronické onemocnéni ledvin se diagnostikuje a klasifikuje podle miry sniZeni glomerularni
filtrace (GF) vypoctené dle Schwartzovy rovnice. GF vypovida o schopnosti ledvin ocistit
plazmu od kreatininu za jednotku ¢asu (tzv. clearance kreatininu). Pro jeji vypocet je tieba
znat koncentraci sérového kreatininu, vySku pacienta a pohlavné a veékové specifickou
proporéni konstantu. Normalni renalni funkce je definovana hodnotou > 90 ml/min/1,73 m?
(Staples et al., 2010). Podle miry poklesu pod tuto hranici, pokud pokles trva déle nez 3

o 24

(GF < 15 ml/min/1,73 m?) charakterizuje renalni selhani. Pro upfesnéni rizika rozvoje selhani



ledvin se ke klasifikaci podle GF ptidavaji jest¢ 3 podkategorie podle miry zvySeni poméru

albuminu ke kreatininu v moci (KDIGO., 2012).

2. Klasifikace nefrotického syndromu

2.1 Déleni podle etiologie

Nejcastéji u déti NS vznika v disledku pfimého poskozeni filtraéni bariéry ledvin, pak se
klasifikuje jako primarni forma NS, kterd mtze byt monogenni (zplisobena patogenni
variantou ve zndmém genu) nebo idiopaticka (genetické vySetfeni je negativni a jsou
vylouceny sekundarni pfi¢iny). Vzacné se u déti vyskytuje sekundarni NS jako komplikace
primarn¢ neledvinového chronického onemocnéni (napi. diabetes, systémovy lupus,
chronicka hepatitida B a C, HIV, atp.) nebo v disledku expozice nékterym 1ékiim (napf.
penicilamin, lithium, ampicilin) nebo nefrotoxickym tézkym kovim (napf. rtut’, kadmium)
(Varner et al., 2018; Kodner, 2009). Konkrétni pfi¢ina onemocnéni v détském véku a
adolescenci zlstava diky velmi frekventnim idiopatickym piipadim u vétSiny jedinct

neobjasnéna a je pfedmétem dlouhodobého vyzkumu.

2.2 Déleni podle véku vzniku

Sekundarni formy NS jsou cast¢j$i u dospélych, ale monogenni primarni NS je naopak
nejcastéji zastoupenou formou NS v novorozeneckém veku, a proto 1ze i v€k aplikovat jako
parametr pro rozdéleni NS (Santin et al., 2011). Kongenitalni NS se projevuje u novorozenct
a kojencti do 3 mésicti od narozeni a je pfevazné zpusoben patogennimi variantami v genech
pro strukturni proteiny glomerularni filtraéni bariéry (Bérody et al., 2019). Nejznaméjsi forma
genu, které jsou majoritn€ nachazeny ve finské populaci (tzv. finsky typ). Je typicky, podobné
jako jiné typy kongenitalniho NS, Spatnou odpovédi na 1é€bu glukokortikoidy a nastupem
renalniho selhani Casto jiz v predskolnim véku (Bérody et al., 2019). Zcela raritné¢ mize mit
kongenitalni NS infek¢ni etiologii, napf.: syfilis, toxoplazmo6za nebo cytomegalovirova
infekce (Downie et al., 2017; Skéalova and Zieg, 2017), které jsou dobte l1éCitelné. Primarni
monogenni NS ma tedy u déti zpravidla mnohem horsi prognézu nez NS sekundérni. Pokud
se NS manifestuje mezi 4. a 12. mésicem Zivota, jednd se o infantilni NS. NS projevujici se

po 1. roce zivota pak klasifikujeme jako détsky NS (Skalova and Zieg, 2017). Proporce
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molekularné geneticky pozitivnich nélezi klesa s rostoucim vékem; u kongenitalniho NS je to
85 % vSech pfipadl, u infantilniho NS 40 % a u adolescentli s NS pouze 11 % piipadi
(Skélova and Zieg, 2017; Trautmann et al., 2015; Bérody et al., 2019; Sadowski et al., 2015).
Z toho vyplyva, ze s vékem roste podil primarnich idiopatickych piipadi. Déleni dle véku
vzniku je vSak Cist¢ popisné a krom¢ odhadu pravdépodobnosti monogenni etiologie nijak
dale nezptesiiuje budouci prubéh onemocnéni ani neumoziuje individualizovanou cilenou

terapii.

2.3 Déleni podle histologického nalezu

NS lze také délit dle histologického ndlezu z diagnostickych renélnich biopsii. U déti s NS
indikovanych k renalni biopsii se v 80 - 90 % ptipadi objevuje ,,nemoc minimalnich zmén
glomerulu“ (MCD) a vcca 10 - 20 % je histologickym nélezem fokalni segmentalni
glomeruloskleréza (FSGS) (Vivarelli et al., 2017; D'Agati et al., 2011). Projevy MCD jsou
svételnym mikroskopem nediferencovatelné, proto se pro analyzu histologického vzorku
vyuziva elektronovy mikroskop, ktery zobrazi splyvani pedicel (bunéénych vybézki)
podocytl (Andolino and Reid-Adam, 2015). Oproti tomu projevy FSGS jsou
identifikovatelné béznou svételnou mikroskopii, v obraze dominuji lokdlni céstecné
sklerotické zmény glomerulii. Sklerotizované ¢asti glomeruli jsou nefunkéni a zachovalé casti
byvaji zvétSené az hypertrofické. U FSGS (50 — 60 % déti se steroid-rezistentnim NS, tj.
SRNS (Trautmann et al., 2015; Bierzynska et al., 2017)) je v porovnani s MCD (pouze 10 —
20 % déti se SRNS (Dogra and Kaskel, 2017; Bierzynska et al., 2017; Trautmann et al.,
2015)) vyssi riziko rezistence k terapii glukokortikoidy, ztraty glomerularni funkce a horSiho
prabéhu NS, naopak u MCD je po podani glukokortikoidd vyssi pravdépodobnost dosazeni
remise onemocnéni (Vivarelli et al., 2017; Trautmann et al., 2015). Spekuluje se o tom, Ze oba
histologické obrazy jsou vlastn€ odrazem rizné miry postizeni ledvin zpisobené tymz
onemocnénim, nebot’ opakované biopsie u déti s MCD pii glukokortikoidni rezistenci ukazuji
progresi MCD do FSGS u vice nez poloviny z nich (Trautmann et al., 2015; D'Agati et al.,
2011; Vivarelli et al., 2017). Ostatni histologické typy glomerulopatii asociovanych s NS,
jako je napfiklad membranoproliferativni glomerulonefritida, IgA a IgM nefropatie c¢i
membranozni nefropatie jsou u déti méné casté a mohou byt navic asociované s hematurii,
kterd do obrazu NS nepatii (Andolino and Reid-Adam, 2015; Tullus et al., 2018; Skalova and

Zieg, 2017). Specialnim histologickym typem u déti s NS je difizni mezangialni sklerdza,
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ktera se objevuje pfevazné v asociaci s exonovymi mutacemi v genu WTI a s Denys-
Drashovym syndromem (Lipska et al., 2014). Typickym znakem diftizni mezangialni skler6zy
je zvySena tvorba kolagenu v mezangialnich oblastech se zmenSenymi kondenzovanymi
glomeruly (Fogo et al., 2015). Limitaci histologické klasifikace NS jsou vlastni indikacni
kritéria k rendlni biopsii. Ta je indikovana pouze u pacientd rezistentnich k ivodni terapii
glukokortikoidy, histologicky obraz a jeho vyvoj u steroid-senzitivni formy onemocnéni tak
zustava nepoznan. Kromé toho je pro vérohodné histologické hodnoceni vzorku potieba
zachytit alespon 25 reprezentativnich glomerulti (Tullus et al., 2018), coz sniZzuje vytéznost
vySetfeni u nevalidnich vzorkli. Dle recentni studie miize byt az 54 % pacienti s MCD
rezistentni k 1écbé a naopak 9 % jedinct s FSGS miZze byt ke glukokortikoidiim senzitivni
(Narla and Swiatecka-Urban, 2020). I vzhledem ke své invazivité tak neni rendlni biopsie a
nasledné histologické hodnoceni optimalnim pfistupem k ureni progndézy onemocnéni ani

k urCeni cilené a efektivni terapie.

2.4 Déleni podle odpovédi na terapii

Standardni Givodni 1éc¢ba priméarniho NS spociva v Sestitydennim podavéani vysokych davek
glukokortikoidll a je jednotna pro vSechny pacienty. Podle vymizeni proteinurie na konci
tohoto intervalu se onemocnéni déli na steroid-senzitivni (SSNS, 80 % déti) nebo steroid-
rezistentni NS (SRNS, 20 % déti) (McKinney et al., 2001). Inicidlni odpovéd na lécbu
glukokortikoidy je v soufasné dobé hlavnim prognostickym ukazatelem NS (Narla and
Swiatecka-Urban, 2020). U jedinc se SSNS muiZe byt navozena dlouhodoba remise, ale u 80
— 90 % d¢éti se vyskytne nejméné jeden relaps (Lombel, Gipson, et al., 2013). Z toho az u 50
% pacientil dochazi k opakujicim se relapsim onemocnéni reagujicich na standardni
glukokortikoidni 1é¢bu nebo je u nich remise dosazeno pouze dlouhodobym podavanim
glukokortikoidl (tzv. kortikodependence) (Lombel, Gipson, et al., 2013; Downie et al.,
2017). Muze vsak také dojit ke vzniku sekundarni rezistence ke glukokortikoidim, dle
recentni studie je tomu tak az u 30 % jedinct pivodné k terapii senzitivnich (viz Obrazek 1)
(Bierzynska et al., 2017). V tom piipadé je nutné pokracovat v terapii jinymi imunosupresivy
¢i chemoterapeutiky (Lombel, Gipson, et al., 2013). Jedinci se SRNS, u kterych jsou
glukokortikoidy jiz od samého pocatku terapie neefektivni (ale pfijde se na to z divodu
nastaveni diagnostickych kritérii aZ po Sesti tydnech 1écby), mohou mit monogenni etiologii a

profitovat z cilené terapie (napf. substituce koenzymem Q10 u jedinci s patogennimi
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variantami v genech pro enzymy biosyntézy piirozeného koenzymu Q10 (Stanczyk et al.,
2018)). Proto je u deti se SRNS indikovano molekularné genetické vySetfeni. Jedinci se
SRNS, u kterych genetické vySetfeni monogenni pfi¢inu onemocnéni neodhali, mohou mit
patogenni variantu v doposud neznamém genu nebo je jejich etiologie jina. U téch tak zatim
cilena terapie neni mozna. VSechny déti s NS, které nedosdhnou dlouhodobé remise nebo jen
omezeného poctu relapst, jsou vystaveny chronické vysoko-davkované glukokortikoidni
1é¢be s Cetnymi vaznymi nezddoucimi ucinky a maji vysoké riziko vzniku rendlniho selhani

s nutnosti chronického dialyzacniho programu nebo transplantace ledvin (Tullus et al., 2018).

Inicidlni 6-tydenni
glukokortikoidni |écba

Vyvoj NS po inicidlni
lécbé

‘ Zfidka relabujici SSNS

cca 20 %
SSNS (80 %) < : : Kortikodependentni
‘ Frekventné relabujici SSNS (cca 50 %)

SSNS (cca 50 %)
Ostatni (cca 20 %)

Sekundarné rezistentni
NS (cca 30 %)

Nefroticky syndrom

' _N_Ioﬁogenr_'li_:‘aR_Nﬁ ]

(cca 30 %)
SRNS (20 %)
Idiopaticky SRNS

(cca 70 %)

Obr. 1 Vyvoj NS dle odpovédi na tvodni glukokortikoidni 1écbu.
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3. Patogeneze nefrotického syndromu — ,,onemocnéni podocyti*

Zakladni funkéni jednotkou ledvin je nefron, ktery kromé dlouhych tubulil sestdva z klubka
kapilar - glomerulu obaleného Bowmanovym vackem. Jednotlivé kapilary maji ve své sténé
pory a zevné je obepinaji pedicely (vybézky) podocyti. Podocyty jsou terminalné
diferencované buiiky s velmi omezenou schopnosti regenerace. Pedicely spolu s endotelem
kapilar a vmezefenou glomerularni bazdlni membrdanou tvoii glomerularni filtraéni
membranu. Filtraci krve pfes tuto membranu vznikd primarni mo¢. Selekce prostoupivsich
molekul je dana jednak jejich velikosti (rozmér $térbin membrany je 30-40 nm) a déle jejich
elektrickym néabojem (kladné nabit¢é molekuly prochazeji 1épe) (Noone et al., 2018;
McMahon, 2016). Divodem vzniku proteinurie vedouci k NS je ptedevSim poskozeni
podocyt. Pii jejich poskozeni dochédzi ke ztrat¢ bunécné struktury a poruSeni funkce
podocytarnich pedicel. To umoziiuje prostup vétSich molekul (jako albumin a dalSich
proteinll) ptes glomerularni filtracni membranu do primarni moc¢i a tim vznik proteinurie

(Garg, 2018).

Mezi pedicelami podocytii existuje specialni typ mezibunécného spojeni tvorené¢ho proteiny
zajist'ujicimi selektivni filtraci molekul, ukotveni podocytd k bazalni membrané a mezi sebou,
propojeni s aktinovym cytoskeletem podocyt a déle signalizaci regulujici plasticitu pedicel
(Noone et al., 2018). Mezibunééné spojeni podocytll je velmi pevné a umoznuje odolavat
vysokému kapilarnimu hydrostatickému tlaku (Grahammer et al., 2013). Hlavnimi
extracelularnimi strukturnimi proteiny mezibunécnych spojti podocyt jsou nefrin, podocin a
dale napt. NEPH1, které jsou funkéné€ propojeny s intracelularnimi cytoskeletalnimi proteiny
podocyti (napt. CD2AP a ACTN4) (Nagata, 2016). Laboratorni mysi s knockoutovanym
porodu, pficemz do 5 tydnd vSechny vyvinuly rendlni selhani (Roselli et al., 2004).
Histologické vySetieni jejich ledvin odhalilo difizni mezangialni skler6zu a hypertrofii
glomeruld, splynuti podocytarnich pedicel a deformaci celé glomerularni filtraéni membrany.
Navic analyza transkriptomu ledvin odhalila sniZenou expresi nefrinu oproti zdravym
kontrolam, coZ naznacuje funk¢ni propojeni mezi podocinem a nefrinem (Roselli et al., 2004).
Lze ptedpokladat, ze mutace nejen dalSich strukturnich a cytoskeletdlnich podocytarnich
proteint ale 1 proteind jadernych ¢i mitochondridlnich zptsobuji poruchu funkce glomerularni

filtra¢ni membrany, resp. nefrotickou proteinurii a renalni selhani.
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4. Genetika nefrotického syndromu

4.1 Historicky prvni nalezené geny

Jiz pted vice nez 20 lety se podafilo odhalit prvni gen asociovany s kongenitdlnim NS.
Jednalo se o gen NPHS1 (koduje nefrin, nezbytnou strukturni komponentu extracelularni
¢asti glomerularni filtracni membrany), jehoz patogenni varianty byly zodpovédné za vétsinu
tehdejSich piipadi kongenitalniho NS ve finské populaci (Kestild et al., 1998). Pozdéji doslo
k nalezu dal§iho vyznamného markeru podocytt, genu NPHS2 (koduje podocin, tvofici
transmembranovy spoj mezi extracelularnimi komponenty glomerularni filtraéni membrany a
cytoskeletem bunky). Podocin reguluje glomeruldrni permeabilitu a patogenni varianty
NPHS? jsou asociovany se SRNS (Boute et al., 2000). Vyzkum postupné odhalil, ze proteiny
podocin i1 nefrin se nachazeji specificky v podocytech, kde spoleéné interaguji
s cytoskeletalnimi proteiny (CD2AP) (Koziell et al., 2002) a jsou hlavnimi komponentami
podilejicimi se na stavbé mezibunééného spojeni podocytii (Schwarz et al., 2001; Huber et al.,
2001). Paralelné¢ s nalezem patogennich variant genu NPHSI asociovanych s NS byly
objeveny kauzalni varianty genu WTI, které byly identifikovany u jedinctii se SRNS
asociované¢ho s dalSimi neledvinovymi projevy a poruchami (napiiklad Denys-Drashiv a
Frasieriv syndrom) (Barbaux, Niaudet, Gubler, Griinfeld, et al., 1997; Klamt et al., 1998;
Mueller, 1994). Patogenni varianty tfech zminénych gent (NPHSI, NPHS2 a WTI) byly
posléze v populacnich studiich shledany jako nejcastéjsi pfic¢iny kongenitalniho a infantilniho
NS (Trautmann et al., 2015; Hinkes et al., 2007). Geneticky podminény NS tedy vede k
brzkému postizeni ledvin a projevi se spiSe jiZz v raném détstvi, i proto je genetické vySetieni

smysluplné ptfedevsim v nejnizsich vékovych kategoriich.

U casti deti se SSNS byla odhalena dysregulace signéalni drahy ,,Rho — like small GTPase®,
zpusobend patogennimi variantami v genech pro reguldtory této drahy (Ashraf et al., 2018).
Vyznam drdhy v patogenezi onemocnéni podpofilo pozorovani, Ze glukokortikoidy ovliviiuji
funkci nékolika regulatori této drahy. Na zakladé téchto dat se zd4, Ze i1 nektefi pacienti se
SSNS mohou mit genetickou predispozici k onemocnéni (Ashraf et al., 2018). Existuji také
piipady SSNS pacientli nesoucich konkrétni polymorfizmy (varianty objevujici se 1 ve zdravé
populaci) v genech rodiny HLA (koduji antigeny T lymfocyti regulujicich imunitni odpovéd’;
napi. HLA-DQAI) (Lane et al., 2019). Hypotézou je, ze antigeny kodované HLA geny se

specifickymi polymorfizmy mohou vykazovat pozménénou funkci, kdy pii infektu dochézi
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k abnormélni imunitni odpovédi T Ilymfocyti vedouci k podocytarnimu poskozeni
(Gbadegesin et al., 2015). Jak pfesné tyto ,rizikové“ polymorfizmy vyvoldvaji SSNS vSak
nebylo zatim odhaleno (Lane et al., 2019).

4.2 Dalsi geny odhalené modernimi genetickymi metodami

Rozvoj metod masivniho paralelniho genetického sekvenovani (next generation sequencing,
NGS) umoznil cilené a efektivni vyhledavani genetické pri¢iny NS. Rozsahla multicentricka
studie (1783 rodin), ktera se zaméfila na vySetfeni 27 v t€ dobé znamych gen u déti i
dospélych s manifestaci SRNS pied 25. rokem Zivota, identifikovala patogenni variantu u 30
% jedinct (Sadowski et al., 2015). Dalsi studie, jejichz cilem bylo molekularné genetické
vySetieni celonarodnich kohort déti se SRNS, ukézaly také cca 20 — 30 % pozitivnich nalezl
(Bierzynska et al., 2017; Wang et al., 2017; Siji et al., 2018). Monocentrickd studie z Détské
nemocnice v Bostonu vSak genetickou pfic¢inu SRNS identifikovala pouze u 11 % ptipadi ze
77 déti se SRNS (z celkem 72 rodin) (Tan et al., 2018). V bostonské studii byl analyzovan
obdobny pocet gent (24) jako ve vySe uvedené multicentrické studii (Sadowski et al., 2015).
Porovnéni téchto dvou studii ukazuje, ze proporce pozitivnich néalezii mize byt ovlivnéna
velikosti sledované kohorty. Dalsi podstatny vliv mohou mit pfibuzenské vztahy ve zkoumané
populaci, kdy ve vySe zminéné¢ multicentrické studii byl vyssi podil pozitivnich nalezt
v rodinach s ptibuzenskymi vztahy (50 %) nez v rodinach s neptibuzenskymi vztahy (25 %)
(Sadowski et al., 2015). Na proporci pozitivnich ndlezii ma také vliv s rostoucim poznanim v
Case pfibyvajici poCet nové identifikovanych genli. Nedavnd britska studie analyzujici
genetickou pfi¢inu SRNS odhalila 26 % pozitivnich ptipadl pifi vySetieni 53 gentl
(Bierzynska et al., 2017). Avsak i pfes neustale nardstajici mnozstvi gent (dnes jiz téméf 70)
si majoritni podil drzi patogenni varianty v genech NPHSI, NPHS2 a WTI, bez ohledu na
velikost nebo etnikum studované populace (Trautmann et al., 2015; Bierzynska et al., 2017;

Sadowski et al., 2015).

NGS umozituje nachdzet stdle nové geny i patogenni varianty gent asociovanych s NS.
Nevyhodou tohoto pomérné rychlého odhalovéani dalSich moznych genetickych ptic¢in NS je,
ze u mnoha genti neni dosud objasnéna jejich funkce, resp. role v patogenezi onemocnéni a
mnoho nalezenych variant je klasifikovano jako varianty nejasného klinického vyznamu.

Nelze u nich tedy spolehlivé urcit, zda existuje kauzélni vztah k onemocnéni. Jedinym
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zpusobem, jak objasnit kauzalitu novych kandidatnich gent ¢i novych variant jiz zndmych

gent, je provedeni ¢asoveé narocnych a finanéné nakladnych funkénich studii in vitro.

4.3 Funkce genu asociovanych se SRNS

Existuje nékolik dalsich gend, které se uplatnuji v podocytech, ale nejsou zcela vyhradnimi
markery téchto bunék. I pfesto byla jejich asociace s NS v prubéhu let oveéfena (Nagata,
2016). Jejich produkty se uplatiiuji ve skladbé glomerularni filtraéni membrany ¢i bazalni
laminy, cytoskeletu, podileji se na endocytéze ¢i metabolizmu bunky, regulaci
bunééného jadra nebo na funkci mitochondrii (vybrané proteiny viz Obrazek 2) (Preston et

al., 2019).

Podocyte cell body

Lysosomal and

coa2 PDS52
MTTL1 coQ6 ADCK4

.......'Endm

Obr. 2 Ilustrace casti podocytu s oznaCenim lokalizace vybranych proteinil, jejichz mutované formy jsou
asociovany se SRNS. Pfevzato z (Preston et al., 2019).




4.3.1 Proteiny glomerularni filtracni membrany

Vedle NPHSI a NPHS?2 se na spravné funkci glomeruldrni filtraéni membrany podili napf.
produkt genu TRPC6. Ten kdéduje neselektivni iontovy kanal (Schlondorff et al., 2009;
Preston et al., 2019), ktery je aktivovan proteinkinazou C a fidi transport vapenatych iontd
dovniti podocytl. Fyziologickd funkce podocytl je Castecné zavisla na vstupu vapenatych
ionti do buiiky, nebot’ tyto kanaly udrzuji iontovou homeostdzi podocyti a stabilitu
glomerularni filtracni membrany (Ilatovskaya and Staruschenko, 2015). U mysi
s hyperaktivaci TRPC6 nebo s mutovanym TRPC6 nalezenym u pacienti s FSGS byla
pozorovana albuminurie a destabilizace podocytii a vzorky z renalni biopsie vykazovaly
znaky FSGS (Krall et al., 2010). Studie tedy potvrdila, ze zvySena aktivita TRPC6 kanala a
nasledny nadmérny influx vapenatych ionti do podocyti vedou k poskozeni glomerularni
filtraéni membrany (Ilatovskaya and Staruschenko, 2015). Transgenni mys$i modely
s hyperaktivovanym TRPC6 kanalem jsou dnes komeréné dostupné a vyuZivaji se pro

studium FSGS (Ilatovskaya and Staruschenko, 2015).

4.3.2 Cytoskeletalni proteiny

Cytoskelet urcuje tvar podocyti a umoziuje intracelularni transport. Je tedy ziejmé, ze
patogenni varianty genti produkujicich cytoskeletalni proteiny se mohou zasadnim zptisobem
podilet na patogenezi NS. Jedinci s kauzalnimi variantami v cytoskeletalnich genech mohou
mit rizné zdvazny pribeh a variabilni penetranci onemocnéni (Barua et al., 2013). Prikladem
jsou kauzalni varianty genu INF2 nalezené v ¢asti kddujici funkéni doménu, ktera vaze aktin.
NS se muze manifestovat jiz v détstvi, ale také az ve 4. dekad¢, ptfiCemz existuji clenové
postizenych rodin, u kterych se zjevné znaky onemocnéni nemusi viibec projevit (Barua et al.,
2013). MoZnym vysvétlenim muize byt ndhrada funkce INF2 jinym, piibuznym
cytoskeletalnim proteinem, ktery se u rtiznych ¢lenti jedné rodiny muze zapojit v rizné mire.
Svou roli mize hrat také pozitivni anamnéza 1é¢by glukokortikoidy, které pravdépodobné
stabilizuji cytoskelet podocyti (Hahn et al., 2015) indukci polymerizace aktinu a inhibici
rozpadu aktinovych filament (Zhao et al., 2018).

4.3.3 Proteiny ucastnici se metabolizmu podocyti
Metabolické drahy, které ovliviiuji homeostazu podocytii (ale jsou soucasti i jinych tkani),

mohou pii alteraci svych diilezitych enzymt vyvolat NS. Piikladem je diacylglycerol — kinaza
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epsilon koédovana genem DGKE. Tato kinaza reguluje signalizatni drahu komplexu
diacyglycerolu s kyselinou arachidonovou a ptes tyto posly nepfimo reguluje aktivaci
protrombotickych faktorti, aktivaci krevnich desti¢ek nebo aktivitu kalciového kanalu
TRPC6 na membrané podocyti (Ozaltin et al., 2013; Noris et al., 2015). Ztrata regula¢ni
funkce DGKE vede k aktivaci dréhy, ktera ptes proteinkinazu C indukuje hyperkoagulacni
stav s rizikem vzniku trombotického stavu (Noris et al., 2015). U podocytil je ztrata funkce
DGKE pravdépodobné asociovana se zvysenou aktivaci TRPC6 kanalti skrze neregulovany
diacylglycerol, ktera mtize vést k rozpadim podocytarniho cytoskeletu podobné jako u
aktivacnich mutaci v genu TRPC6 (Noris et al., 2015). Patogenni varianty DGKE byly
nejprve popsany ve spojeni s atypickym hemolyticko - uremickym syndromem, ktery neni
pfimo asociovan s defektem alternativni cesty aktivace komplementu, ale se ztratou regulace
protrombotickych faktori skrze nefunkéni DGKE, kterd vede k trombotickym stavim
(Lemaire et al., 2013). Pozdé¢ji byly ovSem popsany patogenni varianty DGKE 1 u jedinci se
SRNS, resp. v klinickém obraze byly pfitomny projevy atypického hemolytického
uremického syndromu i SRNS (Bierzynska et al.,, 2017). To doklada, ze NS muze byt
zpusoben 1 mutaci proteinu, jehoz exprese neni specificka pouze pro podocyty, nebot’ DGKE

se objevuje také v endotelovych bunikéch a krevnich destickach (Noris et al., 2015).

4.3.4 Jaderné proteiny

Jednim z recentné objevenych genti asociovanych se SRNS je NUP93. Tento gen kdduje
podjednotku poéru jaderné membrany (Braun et al., 2016). Mutované formy NUP93 zptlisobuyji
abnormalni strukturu pori, coz vede ke snizeni transportu molekul pfes jadernou membranu.
Bylo prokazano, Ze BMP7 protein regulujici translokaci SMAD4 do jadra inhibuje apoptozu a
stimuluje proliferaci podocytd, ¢imz se stava dilezitym faktorem pieziti podocytd pii akutnim
1 chronickém ledvinovém onemocnéni (Braun et al., 2016). Dal§im piikladem jadernych genti
uplatiiujicich se v patogenezi NS jsou mutace transkripCnich faktorti. NejznaméjSim je gen
WTI, ktery je dulezity pro spravny vyvoj a homeostdzu nefrond, podocytl a urogenitalniho
traktu. Plivodni oznaceni genu je Wilms tumor 1, nebot’ se jedna o klasicky tumor-supresor,
ktery mize byt pfi inaktivaci predispozici pro vznik Wilmsova tumoru (Ullmark et al., 2018;
Gebeshuber et al., 2013). Lze predpokladat, Zze patogenni varianty WT1 vedou k produkci
mutovanych WT1 proteinli, které maji zméné€nou vazebnou afinitu k cilové DNA doméné.
Avsak cilené funkéni studie WT1 u NS nebyly dosud publikovany. Existuji dvé hlavni

izoformy WT1 v téle, jedna s inzerci lysinu, threoninu a serinu, coZ je faktor pravdépodobné
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ovliviiujici sestfih a stabilitu mRNA (Ullmark et al., 2018), a pak izoforma bez inzerce, ktera
je klasickym transkripénim faktorem vézajicim se na specifickou DNA doménu (Laity et al.,
2000). Ob¢ izoformy WTI1 jsou v lidském téle v konstantnim poméru 2:1. Zména tohoto
pomeéru v dasledku intronovych mutaci WT1 byla popsana u Frasierova syndromu, ktery je
charakterizovan SRNS, muzskym pseudohermafroditismem s rizikem vzniku Wilmsova
tumoru a malignitami gonad. Typickym histologickym néalezem u Frasierova syndromu je
FSGS (Barbaux, Niaudet, Gubler, Griinfeld, et al., 1997; Klamt et al., 1998). Naopak exonové
mutace postihujici vazebnou doménu WTI1 faktoru byly popsdny u Denys-Drashova
syndromu, charakterizovaného u chlapci SRNS, muzskym pseudohermafroditismem,
vysokym rizikem vzniku Wilmsova tumoru a histologii ve formé difizni mezangidlni
sklerozy (Pelletier et al., 1991b). Nesyndromicky SRNS se vyskytuje pouze asi u 28 % déti s
mutovanym WT1 proteinem (Lipska et al., 2014).

4.3.5 Mitochondridlni proteiny

Mezi zvlastni pfi€iny monogenniho NS lze zafadit mutace mitochondridlnich enzymi a
regulatord biosyntézy koenzymu Q10 (napi. COQ2, COQ6, COQ7, COQY9, ADCK4).
Biosyntéza koenzymu Q10 je komplexni metabolickd draha, kterd mtize byt narusena hned na
n¢kolika mistech, n¢které oblasti regulace nejsou dosud u ¢loveka detailnéji popsany (Acosta
et al.,, 2016). Onemocnéni asociované s defektem enzymi této drahy se nazyva primarni
deficience koenzymu Q10 a mize postihovat Siroké spektrum organovych soustav ve véku
od narozeni az po stafi. Muze se projevit naptiklad encefalopatii, multisystémovou atrofii
nebo rlznymi typy nefropatie véetné obrazu SRNS (Acosta et al., 2016). Odhaleni pficiny
SRNS pomoci molekuldrné genetického vySetfeni ma v tomto pfipadé vyznamny klinicky
piinos pro pacienta, nebot umoznuje individualizovanou terapii pomoci syntetického
koenzymu Q10. Bylo prokazano, Ze jedinci se SRNS s mutacemi v nékterych genech pro
enzymy biosyntézy koenzymu Q10 (COQ2, COQ6, ADCK4) dosahli parcidlni ¢i Gplné remise
onemocnéni po zahdjeni terapie syntetickym koenzymem Q10, a to bez potieby terapie jinak
bézné indikovanymi imunosupresivy (Starr et al., 2018; Ashraf et al., 2013; Acosta et al.,

2016).
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4.3.6 Syndromicky SRNS

V soucasné dob¢ je znamo témét 70 gentli asociovanych s NS. Podle recentni studie, ve které
se u jedinci se SRNS vysetiovalo celkem 53 genti, bylo 22 genl (42 %) asociovano se
syndromickym SRNS (Bierzynska et al., 2017). Jednalo se naptiklad o asociaci NS s mentalni
retardaci (gen E2F3), mikrocefalii (gen WDR?73), epidermolysis bullosa (geny ITGB4,
ITGA3), Alportovym syndromem (geny COL4A43, COL444 a COL4A45), hereditarni
osteoonychodysplazii (,,nail-patella® syndrom, gen LMXI1B) nebo se Schimkeho imunooseélni
dysplazii (gen SMARCALI) (Preston et al., 2019; Bierzynska et al., 2017). Tato skupina
onemocnéni je pomérné specificka. U mnoha vySe jmenovanych syndromi jsou dominantni
projevy neledvinového charakteru a i prognéza muze byt vyznamné ovlivnéna postizenim

jinych organovych systémd.
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5. Jiné moZné priciny nefrotického syndromu

Dv¢ tretiny déti se SRNS maji negativni geneticky nélez (Obrazek 1) a pfic¢ina poskozeni
glomerull u nich zstava neobjasnéna (Bierzynska et al., 2017). U casti téchto déti miize byt
NS zplsoben patogenni variantou v dosud nepopsaném genu, v literatufe se vSak takeé

spekuluje o doposud nepotvrzenych imunogennich sérovych faktorech (Colucci et al., 2018).

Vliv imunitnich procesi v patogenezi NS se nabizi proto, Ze vétSina pouzivanych ¢kt
moduluje aktivitu T anebo B lymfocyti (Colucci et al., 2018). Ptikladem je podavani
monoklondlni protilatky rituximab, kterd cili na specificky lymfocytarni antigen CD20.
Rituximab se vSak vaze také na lipidovou fosfodiesterazu SMPDL-3b, kterd je pfitomna v
membrané podocytli (Ravani et al., 2016). Tato vazba vede k interakci sfingomyelindzy se
synaptopodinem, ¢imz dochazi ke stabilizaci cytoskeletu a inhibici apoptézy podocyti u
pacientil s idiopatickym NS (Fornoni et al., 2011). Vliv modulace imunitniho systému na
rozvoj NS byl sledovan u laboratornich mysi s adriamycinem indukovanym NS (histologicky
piipominajici FSGS), kdy u &asti zvifat bylo injikovanim protilatky proti CD4" molekule
docileno vymizeni CD4" lymfocytti (Wang et al., 2001). Absence CD4" lymfocyti vedla ke
zhorSeni glomerularni skler6zy a také ke zvySené koncentraci makrofagii a cytotoxickych
CD8" lymfocytl v ledvinovém intersticiu oproti my$im s NS bez absence CD4" bunék (Wang
et al., 2001). Uvedené studie podporuji hypotézu o vyznamném vlivu imunitniho systému v

patogenezi NS.

Efektorem imunitné¢ indukovaného poskozeni podocyti a potazmo glomerularni filtracni
membrany u déti s idiopatickym NS miiZze byt solubilni faktor cirkulujici v séru. Dikazem
existence takoveého sérového faktoru jsou nékteré publikované studie. Napiiklad v jedné
znich bylo u pacientd s idiopatickym NS po transplantaci ledvin popsano vysoké riziko
rekurence onemocnéni (Bierzynska and Saleem, 2018). Rekurenci NS po transplantaci
ledviny bylo zabranéno vyménou krevni plazmy (Fine, 2007). V dalsi praci byl zjiStén
,»prenos NS z matky na novorozence, pfi¢emz ptiznaky onemocnéni u ditéte béhem prvniho

tydne zivota spontdnné vymizely (Kemper et al., 2001).
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Jednim z potencionélnich kandidati na hledany sérovy cirkulujici faktor je kardiotropinu
podobny cytokinovy faktor 1 (CLC-1), ktery byl nalezen v plazmé pacienti s FSGS
(McCarthy et al., 2010). Inkubace potkanich glomeruli v séru jedinci s FSGS vedla ke
zmenSeni objemu glomerull a ke zvySeni glomerularni propustnosti pro albumin (Savin et al.,
2015). Pii inkubaci potkanich glomeruli sizolovanym CLC-1 dochazelo ke stejnym
disledkiim jako pii inkubaci se sérem jedinci s FSGS (Savin et al., 2015). DalSim
kandidatnim ptsobkem je hemopexin, jehoz sérova koncentrace je zvySena pfi systémovych
zanctech a infekcich (Bakker et al., 2005). Aktivovany hemopexin je vyssi 1 u déti
s relabujicim NS histologicky vykazujicim obraz MCD (Bakker et al., 2005). U laboratornich
potkanli hemopexin indukuje proteinurii a v ex vivo experimentech zptsobuje deformaci
cytoskeletu podocytti (Lennon et al., 2008). Mezi dalsi kandidaty se fadi solubilni receptor
pro aktivator plazminogenu urokinazového typu (suPAR), ktery ovliviluje migraci
imunitnich bunék pfi zdnétu. Zvysend sérova koncentrace suPAR byla popsana u malignit
(Maas et al., 2013). V kultivovanych podocytech suPAR zvySuje konstitucni aktivitu B3-
integrinu, ktery je soucasti podocytarniho cytoskeletu, coz vede k aktivaci malych GTPaz
Cdc42 a Racl a nasledné k reorganizaci podocytarniho cytoskeletu a u mysi také k proteinurii
(Wet et al., 2008). Aktivace B3-integrinu v podocytech byla také popsana po ptidani séra od
pacienti s FSGS (Maas et al., 2013). Po plazmaferéze doslo u pacientti s FSGS k vymizeni
proteinurie a ke snizeni sérové koncentrace suPAR, jeho koncentrace v séru jsou vSak velmi
variabilni a vysoké koncentrace byly zjiStény 1 u pacientli s genetickym SRNS (Maas et al.,
2013). V neposledni fad¢ se mezi potencionalni nefropatogenni cirkulujici sérové faktory fadi
angiopoetinu podobny faktor 4 (Angptl4), ktery ovliviiyje lipidovy metabolizmus (L1 et al.,
2015). ZvySena exprese Angptl4 byla zjisténa u laboratornich potkani s MCD jesté pied
vznikem proteinurie, coz vedlo k hypotéze, ze by zvySena exprese Angptl4 mohla predikovat
glomerularni poskozeni (Li et al., 2015). Po podani glukokortikoidii se u laboratornich
potkanti snizila proteinurie 1 exprese Angptl4 (Clement et al., 2011). Exprese Angptl4 je vSak
u lidi s NS velmi variabilni, a proto je jeho prediktivni hodnota pro rozliSeni etiologie NS

nizka (Li et al., 2015; Clement et al., 2011).
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6. Lécba nefrotického syndromu

6.1 Cile lécby

Cilem 1é¢by NS je dosaZeni remise onemocnéni a zabranéni jeho relapsu. Dlouhodobym
klinickym cilem je pak udrzeni normalnich ledvinovych funkci (Trautmann et al., 2017).
S ohledem na cile 1é¢by se rozliSuje kompletni remise onemocnéni, ktera je definovana jako
pomeér sérovych koncentraci celkové bilkoviny a kreatininu < 20 mg/mmol, a ¢astecnd remise,
definovana redukci proteinurie o vice nez 50 % a pomérem sérovych koncentraci celkové
bilkoviny a kreatininu 20 — 200 mg/mmol (KDIGO., 2012). I dosaZeni ¢astecné remise je
spojeno s lepsi funkci ledvin v porovnani s jedinci, ktefi na 1é¢bu nezareaguji viibec. Dle dat
z celosvétového registru piipadi s NS (PoDoNet) je pravdépodobnost zachovani renalnich
funkci po 10 letech sledovani 94 % u déti s Gplnou remisi, 72 % u déti s castecnou remisi a

pouze 43 % u déti s rezistenci k 1é€bé (Trautmann et al., 2017).

6.2 Protokol standardni ivodni terapie glukokortikoidy a jejich neZadouci ucinky

Zakladni standardni tivodni 1é¢bou vsech pacient s NS je podavani prednisonu v davce 60
mg/m?/den (nebo 2 mg/kg/den, max. 60 mg/den) po dobu 4 - 6 tydni, kdy se vyhodnoti
jejich efekt (Skalova and Zieg, 2017). Poprvé byla terapie glukokortikoidy u déti s NS pouzita
v roce 1960, kdy jich 80 % (94/114) ptiznivé zareagovalo po 8 tydnech 1écby (Koskimies et
al., 1982). Od té doby bylo publikovano nékolik studii, které¢ se zabyvaly efektem riizné délky
podavani glukokortikoidii na dosazeni remise a pocet relapsii onemocnéni a které urcily nové
postupy u obou typi NS definovanych na zékladé odpovédi na Gvodni 1écbu, tj. SRNS a
SSNS (KDIGO., 2012). Glukokortikoidy vSak stale zGstavaji hlavnim lékem NS (KDIGO.,
2012), a to i ptes své zavazné vedlejsi u€inky jako jsou katarakta, obezita nebo zhorSena
obranyschopnost proti infekcim (Hahn et al., 2015). Dlouhodobé uzivani glukokortikoidu je
dale zpravidla asociovano s poruchou ristu, osteoporézou, opozdénou pubertou, horsi
kvalitou a funkci kize v diisledku jejiho ztenceni, myopatii (Hahn et al., 2015), psychickou

depresi, emoc¢ni nestabilitou anebo agresivnim chovanim (Mishra et al., 2010).

6.3 Mechanizmus puasobeni glukokortikoidu

Glukokortikoidy plsobi skrze glukokortikoidni receptory lokalizované v jadru bunck, které

w1
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snizuji expresi cytokini prozanétlivych. Jednim z moZnych mechanizmt Uc¢inku
glukokortikoidt je tak jejich ovlivnéni imunitnich procest, pti¢emz lécebny efekt by mohl byt
modifikovan specifickym imunitnim profilem léceného pacienta (Guimardes et al., 2019).
Glukokortikoidy vSak také reguluji pfimo funkci podocytl stabilizaci jejich cytoskeletu a to
indukovanim polymerizace aktinu a inhibici rozpadu aktinovych filament (Hahn et al., 2015;
Zhao et al.,, 2018). Ve studii ex vivo na podocytarnich kulturach bylo prokazano, ze
dexamethason zrychluje diferenciaci podocytli, prodluzuje jejich Zivotnost, stimuluje jejich
proliferaci a zvySuje expresi specifickych podocytarnich proteinti jako napft. nefrinu (Xing et

al., 2006).

6.4 Lécba steroid-senzitivniho nefrotického syndromu

Po 4 - 6 tydnech univerzalni Givodni 1écby glukokortikoidy je u vice nez 80 % déti s NS
dosazeno kompletni ¢i ¢asteCné remise, onemocnéni pak oznacujeme jako steroid-
senzitivni NS (SSNS). U téchto jedinci se dale pokracuje v podavani snizené davky
prednisonu (obden 40 mg/m? nebo 1,5 mg/kg, max. 40 mg) po dobu 2 — 5 mésici,
s postupnym snizovanim davky glukokortikoidi (Lombel, Gipson, et al., 2013; KDIGO.,
2012). Priblizné 80 — 90 % déti se SSNS ma alespont jeden relaps po dosazeni prvni
remise onemocnéni (Lombel, Gipson, et al., 2013). Podle poctu relapsi béhem prvnich 6
meésicti od dosazeni prvni remise nebo kdykoliv béhem 12 mésicii sledovani se jedinci se
SSNS rozdéluji do nékolika skupin. Prvni skupinou je SSNS s malo ¢astymi relapsy (viz
Obrazek 1: zifidka relabujici SSNS), tj. 1x béhem prvnich 6 mésict od prvni remise nebo
maximalné 3x kdykoliv béhem 12 sledovanych mésicli. Pokud je relapst vice, jednéd se o
druhou skupinu, tj. SSNS s ¢astymi relapsy (viz Obrazek 1: frekventné relabujici SSNS).
Posledni, tfeti skupinou je kortikodependentni NS, definovany dvéma navazujicimi relapsy
jesté beéhem glukokortikoidni terapie nebo do 14 dnili od jejiho vysazeni (Lombel, Gipson, et
al.,, 2013; KDIGO., 2012). SSNS s malo Castymi relapsy se 1é¢i stejnou denni davkou
prednisonu jako pii ivodni terapii (tj. 60 mg/m?/den), dokud neni dosazeno kompletni remise
po dobu 3 dnd, poté se pokraduje v didvce 40 mg/m? obden po dobu alespont 4 tydni
(KDIGO., 2012). U SSNS s castymi relapsy a u glukokortikoid-dependentniho SSNS se
doporucuje po dosaZeni remise pomoci denni davky prednisonu 60 mg/m?/den pokratovat

v

soucasnych doporuceni (KDIGO., 2012) je u déti se SSNS s Castymi relapsy a glukokortikoid-
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dependentni formou mozné pouzit alternativni imunosupresivni Iéky (napt: cyklofosfamid,
chlorambucil, levamisol, kalcineurinové inhibitory, mykofenoldt mofetil nebo anti-CD20
monoklonélni protilatku rituximab) az pii vyskytu nezddoucich Uc¢inkti glukokortikoidni
terapie (Lombel, Gipson, et al., 2013; Tullus et al., 2018). Z uvedené¢ho vyplyva, ze pies
vysoké procento uspésnosti uvodni standardni terapie glukokortikoidy je velka ¢ast déti s NS
zatizena opakovanym a n¢kdy letitym podévanim glukokortikoidd, coz vede k zdvaznym
nezéddoucim ucinkiim 1é¢by, zvysSuje morbiditu pacientl a snizuje jejich kvalitu zivota (Hahn

etal., 2015).

6.5 Lécba steroid-rezistentniho nefrotického syndromu

Univerzalni Gvodni terapie glukokortikoidy neni efektivni u zhruba 20 % déti s NS
(nedosiahnou remise), onemocnéni v takovém piipadé oznacujeme jako steroid-rezistentni
NS (SRNS). Jedinci se SRNS maji piiblizné 50 % riziko vzniku konecného stadia
onemocnéni ledvin béhem 5 - 10 let od diagnozy (Gipson et al., 2006; Abrantes et al., 2006;
Trautmann et al., 2017). Geneticky podminény SRNS ma progndzu jesté horsi, kdy dle studii
dojde az v 85 % piipadl k selhani ledvin do 15 let od diagnézy v porovnani s 35 % ptipadd u
SRNS s negativnim genetickym nélezem (Trautmann et al., 2017). U jedinc se SRNS je tak
nezbytné zménit 1é¢ebnou strategii (McKinney et al., 2001), ¢asto vyZaduji pé€i v centrech,
kde jsou dostupné komplexni komplementarni vySetfeni a multioborovy pftistup (KDIGO.,
2012; Lombel, Hodson, et al., 2013). Pro upfesnéni charakteru onemocnéni se mimo jiné

vyuziva biopsie ledvin a molekularné genetické vysetfeni (Dogra and Kaskel, 2017).

Lékem prvni volby u geneticky nepodminénych forem SRNS jsou Kkalcineurinové
inhibitory (tj. cyklosporin A nebo takrolimus) podavané po dobu 6 mésict (KDIGO., 2012).
Pokud je 1écbou dosazeno alespon parcialni remise, tak se v 1écbé pokracuje minimalné jeden
rok. V pfipadé nedostate¢ného efektu mohou byt kalcineurinové inhibitory kombinované
s malymi davkami glukokortikoidd. Tato terapie pomlze az u 70 — 80 % déti dosdhnout
¢astecné nebo uplné remise (Skalova and Zieg, 2017; Lombel, Hodson, et al., 2013; Dogra
and Kaskel, 2017). Alternativni 1écbou je pak kombinace mykofenoldt mofetilu
s dexamethasonem, kterd ma dle porovnavaci studie obdobny ucinek jako cyklosporin A
(Gipson et al., 2011). Kalcineurinové inhibitory pouzivané k 1écb¢ idiopatického NS maji po

dlouhodobém uzivani mnoho riznych vedlejSich ucinkd jako je vznik nefrotoxicity,
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poskozeni jater, hypertenze, hyperlipidémie, hyperkalémie, ties, hirsutismus a dalsi (Safarini
and Patel, 2020). Dlouhodobd imunosupresivni terapie tedy zasadné snizuje kvalitu Zivota

téchto pacientl a zvysSuje riziko zavazného poskozeni jater i ledvin.

Pozitivni vysledek genetického vySetieni u jedinci se SRNS ma pro pacienta dva dulezité
piinosy. Jednak Ize u téchto pacientli oCekavat nedostatecny efekt 1éCby kalcineurinovymi
inhibitory a vCasnd genetickd diagnostika umoZziiuje tuto jinak béZné indikovanou lécbu
kontraindikovat a vyvarovat se tak jejich nezddoucich ucinkd (Dogra and Kaskel, 2017;
Trautmann et al., 2017). Dale je jiz dnes mozné u nékterych genii 1é¢bu individualizovat -
napi. monoterapie koenzymem Q10 u pacientll s patogennimi variantami v genech pro
podocytarni mitochondrialni enzymy (viz kapitola 4.3). Lze predpokladat, ze s postupujicim
poznanim molekularnich mechanizmi jednotlivych geneticky podminénych forem SRNS
bude v budoucnu mozné nabidnout individualizovanou terapii stale vétSimu poctu pacientd.
Lécba genetického SRNS je vsoucasné dobé symptomatickd, podavaji se predevSim
antihypertenziva a pro svij antiproteinuricky efekt pak ACE-inhibitory a blokatory
angiotenzinového receptoru (Skalova and Zieg, 2017). Pozitivni geneticky vysledek ma také
prognosticky vyznam pro planovani transplantace ledviny, nebot’ je u téchto jedincii po
uspésné provedené transplantaci velmi nepravdépodobny relaps NS. Oproti tomu jedinci
s negativnim genetickym néalezem maji 50% riziko vzniku rekurence po transplantaci
(Bierzynska and Saleem, 2018). Mechanizmus rekurence neni zcela jasny, ale studie
poukazuji na moZnost existence imunitni aktivace skrze dosud neznadmy cirkulujici faktor u

téchto jedinct (viz kapitola 5) (Bierzynska and Saleem, 2018; Bierzynska et al., 2017).

6.6 Shrnuti lééby NS

Vzhledem k chybé&jicimu prognostickému ukazateli odpovédi na terapii glukokortikoidy je
velkd ¢ast deti s NS vystavena Givodni neSetrné a v ptipadé SRNS neefektivni 1é€bé. Omezené
znalosti patofyziologie NS jsou pak u casto relabujicitho pribéhu onemocnéni piicinou
dlouhodobého uzivani dalSich imunosupresiv, kterd mohou byt paradoxné dokonce
nefrotoxickd. Nalezeni kauzalniho genu u jedinci se SRNS miiZze vést k upravé terapie a u

dobfe popsanych gent identifikovat Setrnéjsi individualizovanou 1écbu. Urcuje také lepsi

progndzu u jedinct, ktefi vyzaduji transplantaci ledviny.
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7. Metody vyzkumu mechanizmu postiZeni podocytu

7.1 Modely podocyta ex vivo

K bazélnimu a translaénimu vyzkumu glomerulopatii se pouzivaji bunééné modely podocyti
kultivovanych ex vivo. Nejjednodussim modelem jsou takzvané primarni kultury podocyti
(Ni et al., 2012). Jedna se o nativni izolaty podocytl z ledvin laboratornich potkanti ¢i mysi
nebo i z bioptickych vzorkli dobrovolnych darcti. Podocyty nejsou dale nijak upravovany a po
izolaci se rovnou pouziji k planovanym experimentim. Limitaci primarnich podocytarnich
kultur je jejich postupna dediferenciace, ztrata jejich typické struktury a jen velmi malé
schopnost proliferace in vitro. Primarni kultury déle nemaji typické znaky podocytt jako je

napiiklad nefrin, podocin, atd. (Mundel et al., 1997; Ni et al., 2012).

K zajisténi trvalé proliferace primarnich kultur a tim pfistupu k buitkam jednotného genotypu
a fenotypu je tifeba zastavit pfirozenou replikaéni senescenci bunék. U mySich
imortalizovanych podocytii (Mundel et al., 1997) a pozdéji také u lidskych
imortalizovanych podocytii (Saleem et al., 2002) toho bylo dosaZeno vloZenim
termosenzitivniho genu SV40-T, jehoz produkt ma schopnost ve 33,0 °C indukovat
neomezenou proliferaci bunék inhibici tumor supresorovych gent p53 a Rb (Zhu et al., 1991;
Saleem et al., 2002; Mundel et al., 1997). Vlozenim kombinovaného konstruktu SV40-T a
MHC I promotoru, ktery je aktivovan interferonem gama (IFN y) bylo (pfi inkubaci ve 33,0
°C) dosazeno jesté¢ vyssi proliferace bunék (Mundel et al., 1997). Pti kultivaci ve 33,0 °C
zarovenn dochazi k blokovani spontanni diferenciace podocyti. Po zvySeni teploty v
inkubatoru na 37,0 °C je proliferacni proces inhibovan a dochdzi ke stimulaci diferenciace
podocyti (Mundel et al., 1997; Saleem et al., 2002). Kompletni diferenciace lidskych
imortalizovanych podocytl je dosazeno po 14 dnech ve 37,0 °C, 5 % CO., v kultivacnim
médiu obsahujicim 10 % fetdlni bovinni sérum a 1 % roztok insulin-transferin-selenium
(Saleem et al.,, 2002), kdy tyto podocytarni kultury vykazuji charakteristické znaky
podocytii (tj. exprimuji nefrin, podocin, CD2AP, synaptopodin atp.) (Saleem et al., 2002).
Opakovanym  pasdzovanim jiz jednou diferencovanych (pivodné¢ podmineéné
imortalizovanych) podocytarnich kultur dochazi, podobné¢ jako u kultur primarnich, k
postupné ztrat¢ charakteristickych podocytarnich markert. Proto je pfi kontrolovanych
experimentech tfeba pouzivat kultury ze stejné Sarze a pasdze [95]. Imortalizované linie

podocytt jsou dnes jednim z nejvice pouzivanych funk¢énich modeli [96, 97].
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Nadéjnym modelem glomeruli se zdaji byt ledvinové organoidy vykultivované z
lidskych embryonélnich kmenovych bun€k (Yoshimura and Nishinakamura, 2019; Takasato
et al., 2014). Jednd se o tvorbu lidské tkan¢ in vitro, kterd obsahuje podocyty, tubuldrni
epitelidlni buiiky a dalsi ledvinové buiikky. Podocyty ledvinovych organoidi vznikaji
v podobném prostfedi jako podocyty in vivo, a proto by se jim mély podobat vice nez
imortalizované podocytarni kultury (Yoshimura and Nishinakamura, 2019). I pies vyssi
expresi nefrinu a podocinu v porovnani s imortalizovanym kulturami jsou podocyty
v ledvinovych organoidech casto nedostate¢né anebo nerovnomérné diferencované. Pro

vvvvvv

manipulaci podocyti ¢i interpretaci vysledki (Yoshimura and Nishinakamura, 2019).

Vrwe

7.2 Verifikace monogenni pri¢iny SRNS

Zakladni metodou genetickych analyz je Sangerovo sekvenovani zalozené na amplifikaci
vybraného useku DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se zafazovanim
fluorescen¢né znacenych nukleotidii. Kazdy nukleotid ma jinou fluorescencni znacku, coz
umoziuje analyzaénimu pfistroji precist zkoumanou DNA sekvenci. Metoda vyzaduje
navrzeni vhodného paru primert (komplementarni iseky DNA pro oznaceni zacatku syntézy
DNA fetézce) zvlast’ pro kazdou koédujici oblast zkoumaného genu. Sangerovo sekvenovani
spolehlivé syntetizuje tseky o délce az 1000 parit bazi a je povazovano za zlaty standard
sekvenovani (sekvenacni presnost je 99,9 %) (Kolisko, 2017). Metoda je vhodna k rutinnimu
genetickému vySetfeni chorob, které se daji vysvétlit ndlezem patogennich variant
v omezeném mnozstvi gent ¢i jejich exonll (cca 1 — 5). Je-li genti nebo exonil vice, nartstaji

naklady na provedeni metody. Nevyhodou je déle jeji Casova narocnost (Kolisko, 2017).

Jinym pfistupem je pouziti sekvenovani nové generace (NGS), které umoznuje sekvenovani
velkého poctu vybranych genti (panel az n¢kolika set genil) nebo celého exomu (soubor vSech
exonl vSech genil v analyzované DNA) ¢i genomu (prakticky celd DNA vcetné nekodujicich
oblasti). V lidské DNA zahrnuji kodujici oblasti pfiblizné 1 — 2 % genomu (Carter and He,
2016; Illumina, 2017). Principidln€ se NGS neli$i od Sangerova sekvenovani, jednd se také o
syntézu fetézce DNA pomoci fluorescenéné znacenych nukleotidd. Zasadnim rozdilem je
masivni paralelni amplifikace miliond useki DNA v jednom kroku u NGS v porovnani se

Sangerovym sekvenovanim, kde v jednom kroku PCR reakce dochéazi vzdy k amplifikaci
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pouze jediného useku DNA. Nevyhodou NGS z hlediska metodologie je pouze nizsi pfesnost,
a proto se doporucuje jednotlivé nalezené varianty ovéfovat Sangerovym sekvenovanim.
Vyhodou NGS je niz8§i cena (v porovnani scenou Sangerova sekvenovani v ptipadé
sekvenovani stejného poctu genll) a mensi ¢asova naro¢nost. Diky metodé¢ NGS je mozné u
déti se SRNS paraleln¢ analyzovat vSechny dosud zndmé geny (cca 70) asociované s NS a
pfipadn¢ identifikovat geny nové (Bierzynska et al., 2017; Sadowski et al., 2015). Metoda
NGS umoznuje vyhledavani genetickych variant v dosud nepopsanych genech a vyznamné
tak rozsifuje vyzkumné moznosti pfi objevovani novych etiologii neobjasnénych onemocnéni

(Kolisko, 2017).

7.3 Transkriptom podocytu

Mezi metody NGS patii také RNA sekvenace. Zatimco sekvenace genil poskytuje informaci
o genetickém podkladu studovaného organismu (Illumina, 2017), sekvenaci RNA Ize ziskat
informaci o mife pfepisu jednotlivych genovych tusekt, tj. o transkriptomu analyzovaného
vzorku. Porovnanim transkriptomu mezi dvéma skupinami bun¢k Ize odhalit zmény v expresi
celych skupin funkéné spfiznénych genil, coz mize vést k odhaleni patogeneze zkoumaného

onemocnéni (Illumina, 2017) nebo mechanizmu plisobeni rtiznych 1€ka (Illumina, 2017).

Pomoci RNA sekvenace bylo v mySich imortalizovanych podocytech odhaleno 92 novych
bunécné specifickych gend, které naopak nebyly téméf exprimovany v mezangialnich ani
endotelidlnich ledvinovych bunkach (Lu et al., 2017). Néslednou analyzou transkriptomu
lidskych imortalizovanych podocyti pak bylo zjisténo, Zze ztéchto 92 gend jich je 30
esencialnich pro spravnou strukturu buiiky, nebot” pifi jejich vyfazeni dochazi k
cytoskeletalnimu poSkozeni a snizeni exprese charakteristickych podocytarnich markeri (Lu
et al,, 2017). Jind recentni studie provedla RNA sekvenaci lidskych imortalizovanych
podocytli po kultivaci s dexamethasonem a odhalila, Ze dexamethason zvySuje expresi genl
dalezitych pro cytoskeletdlni procesy a naopak snizuje expresi prozanétlivych cytokind, coz
podtrhuje moznou roli glukokortikoidl ve stabilizaci cytoskeletu u SSNS (Jiang et al., 2016).
Spojeni manipulace podocytarnich kultur ex vivo a analyzy jejich transkriptomu se tak zda

byt vhodnym ptistupem pro hledéni patogeneze NS.
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7.4 Funkéni studie podocytu - analvza molekularnich interakei

Zména sekvence DNA, potazmo struktura vysledného proteinu, nemusi nutné¢ znamenat
zménu funkce proteinu. Ovéfit funkci mutovaného proteinu lze pomoci funkénich studii.
Jednou z moznosti je analyza vazebné interakce proteinu s cilovym receptorem (jedna-li se
o ligand), ligandem (jedné-li se o receptor), jinym proteinem (jedna-li se o proteinovy

komplex) nebo specifickou DNA sekvenci (jedna-li se o transkrip¢ni faktor).

7.4.1 Mikroskalova termoforéza (MST)

Mikroskalova termoforéza (MST) detekuje zménu rychlosti pohybu fluorescencné
oznac¢ené molekuly pfi jejim navazani na svého vazebného partnera. Laserem indukované
teplo v ohrani¢eném bod¢ smési vazebnych partnerti vyvold pohyb molekul — termoforézu. Ta
se meéni s menici se koncentraci fluorescen¢né neoznaceného vazebného partnera zkoumané
molekuly. Za idedlnich podminek eseje tak lze stanovit disociac¢ni konstantu (Kd) vazebné

interakce (Obrazek 3) (Jerabek-Willemsen et al., 2011; Jerabek-Willemsen et al., 2014).
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Obr. 3 Kiivka znazoriiuje vztah mezi vzristajici koncentraci ligandu (osa x) a normalizovanou zménou
fluorescence navazané cilové molekuly (osa y) ve vybraném Case od zapnuti laseru. V pravé ¢asti grafu je vazba
pln€ nasycend (relativni pokles fluorescence je maly), vlevé Casti je tak nizké mnozstvi ligandu, ze jiz
termoforézu neméni (pravdépodobné se nevaze nebo vaze v nedetekovatelném mnozstvi; pokles fluorescence je
mnohem vétsi). Kd znazormuje disociacni konstantu, resp. vazebnou afinitu (stfedni hodnotu nasyceného stavu)
(Jerabek-Willemsen et al., 2014).

Metoda MST byla pouzita naptiklad ve studii regulace membrénovych sodnych kanalt

,ENaC*, které se hojné¢ vyskytuji v epitelidlnich bunikach ledvin, kdy mutovany kanal je
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asociovan se vznikem hypertenze (Archer et al., 2020). Za reguldtora je jiz delSi dobu
povazovan fosfatidylinositol - 4,5 - bisfostat (PIP2), ale dosud nebylo ovéteno, zda reguluje
kandl ptfimou vazbou nebo nepiimo pies dalsi pisobky. Diky MST bylo dokazano, ze PIP»
piimo interaguje se tfemi doménami sodnych kanalti (BN1, yN2 a yC) bez ucasti dalsiho

proteinu (Archer et al., 2020).

Vyhodou metody MST je potieba jen malého objemu vzorku, senzitivita v nanomolech,
rychlé pfiprava 1 analyza, neni nutnd imobilizace proteini a je mozné vyuzit proteiny s jiz
piedem konjugovanou fluorescencni znackou (Jerabek-Willemsen et al., 2014). Detekce
pomoci klasickych interak¢nich eseji jako je fluorescencni spektroskopie nebo anizotropie
jsou Casto limitované velikosti zkoumanych molekul, zménou velikosti pfi vytvotreni vazby a
dat (Jerabek-Willemsen et al., 2014). Naopak nevyhodou MST jsou omezeni ve slozeni
analytickych pufrti, kdy napiiklad merkaptoethanol nebo vysoké koncentrace soli mohou

negativné ovliviovat fluorescenci a tedy i1 vysledek méfeni.

7.4.2 Zobrazeni rezonance povrchovych plazmont (SPRi)

Zobrazeni rezonance povrchovych plazmonii (SPRi) je optickd detekce vazby. Pfi této
metod¢ je vyuzit odraz svétla o urCité vinové délce od rozhrani sklenéného hranolu a velmi
tenké vrstvy zlata (bio€ip), na jehoZ povrchu je imobilizovan zkoumany protein (Zeidan et al.,
2016). Volné elektrony na povrchu bioCipu absorbuji dopadajici fotony a meéni je na
povrchové plazmonové viny. OdraZené svétlo dopada na detektor, pfi¢emz uhel odrazu je
zavisly na vzniklém plazmonovém vinéni. Plazmonové vinéni se méni v pfitomnosti ligandu
navazaného na zkoumany protein na povrchu bio€ipu (princip viz Obrazek 4). SPRi umoZznuje
celou reakci sledovat v redlném Case diky zaznamu procesti na detektoru digitdlni kamerou

(Zeidan et al., 2016).
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Obr. 4 Znazornéni vySe uvedeného principu SPRi. Svétlo konkrétni vinové délky se odrazi od rozhrani
sklenéného hranolu a tenké vrstvy zlata (,,metal surface®), na které jsou imobilizovany zkoumané molekuly =
(,,conjugated ligand*). Uhel odrazeného svétla je zavisly na vzniklém plazmonovém vinéni na povrchu vrstvy
zlata, které se méni podle miry navazani vazebného partnera zkoumané imobilizované molekuly (Sabban et al.,
2013).

Pomoci metody SPRi bylo naptiklad prokazano, Ze protein Gal-1, ktery se ucastni stavby
glomerularni filtraéni membrany (Shimizu et al., 2009) a byl detekovan v bioptickych
vzorcich déti s NS, které vykazovaly histologicky obraz FSGS (nikoliv vSak u déti s NS s
obrazem MCD) (Ostalska-Nowicka et al., 2007), se vaze pfimo na nefrin a je jeho
extracelularnim ligandem (Shimizu et al., 2009). Mutace nebo zmény v expresi Gal-1 se tak

mohou uplatiiovat v patogenezi NS u pacientit s FSGS (Shimizu et al., 2009).

Hlavni vyhodou SPRi je oproti metodam jako je ELISA moZnost zobrazeni vazebné kinetiky
v realném Case a diky tomu ziskani podrobnéjsi informace o sledované interakci (napf. afinita,
stechiometrie, termodynamika) (Helmerhorst et al., 2012). Dalsi vyhodou SPRi je, Ze neni
titeba zkoumané proteiny jakkoliv manipulovat (napf. je fluorescenc¢né barvit), ¢imz je mozné

zkoumat pfirozené nativni formy proteinii a vyvarovat se potencidlniho ovlivnéni vazby
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navazanym fluoroforem (Helmerhorst et al., 2012). U SPRi je navic na rozdil od jinych metod
mozné zkoumat vazbu pifimo v nepurifikovanych biologickych vzorcich (jako je sérum,
plazma nebo moc¢) (Helmerhorst et al., 2012). Nevyhodami jsou vysokd cena a funk¢ni
nestalost bioCipti, dale na necistoty citlivy mikrofluidni systém a ¢asov€ nadrocné optimalizace
regenerace bioCipu (uvolnéni ligandu z vazby na imobilizovany protein), aby mohl byt Cip

pouzit pro vicero injekci analytli riznych typt ¢i koncentraci (Helmerhorst et al., 2012).

Ob¢ metody MST i1 SPRi vnaseji novy pohled do studia molekularnich interakci, maji
v porovnani s ptedchozimi bézné pouzivanymi metodami vyssi citlivost a pfesnost méteni a
lze je vyuzit v Sirokém spektru oblasti vyzkumu od interakci mezi ionty, nukleovymi

kyselinami, proteiny az po viry.
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8. Hypotézy a cile disertacni prace
Hypotézy:

1) Cilené¢ molekularn¢ genetické vysSetfeni déti se SRNS odhali pfiCinu jejich onemocnéni a

pomuze pochopit jeho podstatu.

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

v podocytech indukovand mutovanymi formami transkripénich faktora (napt. WT1).

3) Objasnéni genetické pfi¢iny a mechanizmu vzniku SRNS pomiize oteviit cestu k terapii
,»S1t€é na miru“ a zabrani tim rozvoji zavaznych nezadoucich ucinkti doposud standardné a

uniformné pouzivanych vysokych davek glukokortikoidu.

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

syndromu by mohly predikovat odpoveéd’ na ivodni terapii glukokortikoidy.

Cile:

Cilem této prace bylo pomoci metod molekularné genetickych (celoexomové a RNA
sekvenovani), analytickych (mikroskdlova termoforéza, luciferdzovd esej), kultivacnich
(ptiprava transfekovanych bunéénych linii) a metod genového inzenyrstvi (cilend

mutageneze, piiprava mutantnich proteinli) poodhalit mechanizmy vzniku SRNS u déti.

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

dlouhodob¢ sbirané kohorty ¢eskych a slovenskych déti.

2) In vitro pfipravit v populaci déti se SRNS nalezené mutované formy transkripéniho faktoru
WT]1, analyzovat jejich vazebnou afinitu k cilové DNA sekvenci za pouziti mikroskaloveé

termoforézy (MST) a popsat expresi cilovych gent.

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

terapii.
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9. Metodika

9.1 Metodika studie 1 - Molekularné genetické vySetieni jedinci se SRNS

9.1.1 Kiritéria zafazeni pacientti do studie

Zatazeni détskych pacientil spolecné se sbérem vzorkd DNA probihalo 18 let mezi roky 2000
— 2017. Na sbéru vzorkli se podilelo sedm nejvétSich pediatrickych nefrologickych center
v Ceské republice a ast pacientil byla zatazena také z vétsich center Slovenské republiky. Do
studie byly zatazeny vSechny déti spliujici kritérium pro SRNS (pfetrvavajici proteinurie, tj.
albumin/kreatinin v mo¢i > 200 mg/mol, i po 6 tydnech terapie glukokortikoidy) a zaroven u
nich byl vyloucen sekundarni NS (napf. infekéni onemocnéni jako syfilis, hepatitida B,
hepatitida C nebo systémova onemocnéni). Kritéria rendlniho poskozeni byla pouzita na
zéklad€ mezinarodniho konsenzu KDIGO (KDIGO., 2012). Celkové bylo do studie zatazeno
74 pacientt (38 chlapct a 36 divek) ze 70 rodin.

9.1.2 Geneticka analyza

9.1.2.1 Sangerovo sekvenovani

Genetické testovani mélo dvé faze. V prvni fazi byly u vSech déti testovany pomoci
Sangerovy metody (princip metody viz kapitola 7) dva nejéastéji mutované geny: NPHS2
(cely gen) a WT1 (pouze nejCastéji mutované exony 8 a 9, které kdduji dva ze Ctyt zinkovych
prsth transkripéniho faktoru WT1 (Mucha et al., 2006)) a u déti s kongenitalnim NS byl navic
sekvenovan cely gen NPHSI (nejCastéjsi pfi¢ina kongenitalnitho NS). Sekvence pouZitych

primert jsou pro jednotlivé geny v tabulkéach la, Iba lc.

36



Tab. 1a Primery NPHS1

Oblast 5'primer 3 primer Reference
(Lenkkeri
Promotor GCTGACTCTGCCAGTGCCTG CAGGGCCATCACAGGTCCCC etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 1+2 GAGAAARCCAGACAGACGCAG AGCTTCCGCTGGTGGCT etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 3+4 AGCCACCAGCGGAAGCT CTCCCTTCCCACTCCAGAGG etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 5 CAGAATCTATCTTGCGGGGAG CATGGGGAAAATTAGGGGTCAAG etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 6+7 CTTCTNCCTGACTCCCCAAATTTC CTCAGGACTGGCTCCCAGAC etal.,
1999)
Exon 849 CCCTATCCACGAGTCATGCC AAACGCGGGCATGGGGAATG ij;ﬁl
(Lenkkeri
Exon 10+11 CACGATGGATAGGGGTGCTG CCTGGTCCTTCCCCCACATT etal.,
1999)
Exon 12 AGCGAGACTCAGAGGTTAGG TGCTGATGAGAGTGCTTCTCCTT Yi:jrtﬁl
Exon 13 TCGCGGGATGACACTTGCAG GTGCAGTGTGAGGGCTCGCA ij;ﬁl
(Lenkkeri
Exon 14 CCTAGTGCCTCTCCAGCC GAGTAGTTTAGGGTCAAGAAGG etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 15+16 CCTGATCTCCAATCTGTCCTTG CCACAATGGGCAAGGTTCCTTG etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 17 CACCCAGACCTGTCTGGGCC GTCCCCACTCCCAAGGAACTC etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 18+19 GAGGCTACAGAAGGGACAATTTG GCTGGAGGTCCAGACCTGGG etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 20 GGATGGATGCATAGATGATTCC CAATCAGGGATGTGGGAATG etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 21+22 CCTGGACAGAATCTTCTGGAATT CCTACACATCCTCTGAGGAATAC etal.,
1999)
(Lenkkeri
Exon 23 GAGGCTGAGAAATATTTAAAGCTTAT GAGACCAGGAGGTTCCATTCT etal.,
1999)
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(Lenkkeri

Exon 24+26 CTCGGGGAGACCCACCCC CCTGATGCTAACGGCAGGGC etal.,
1999)

(Lenkkeri
Exon 27+28 TGCCCTTCCGGGCACAGTGG TACAAGCAATAGGAGGTAGGC etal.,
1999)

(Lenkkeri
Exon 29 CAGATCTTCAATGAAGACCTACA GGCCCAGGCTGTAATGAGA etal.,
1999)
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Tab. 1b Primery NPHS?2

Oblast 5'primer 3’primer Reference
Promoter | GTAGGGAGGAGAGAAAGGCATC TGCCCTCTTGTTCTCCTTGTG (iﬁ‘ar;gil;‘)et
(Guaragna et

al., 2015)

Exon 1 GCAGCGACTCCACAGGGACT GGCCCCGAGACCAGTATATAGTG (Ifaﬁ?‘;earl’

2002b)

(5 primer)
Exon 2 GCCCTGTGAACTCTGACTACTCTG |  GGAGCACCAGGAAGGGAATG (iTar;(’f?;‘)et
Exon 3 TTATGCCAAGGCCTTTTGAAGAC TGGCATGTGGGCTCTCTG (i‘llar;gi’;)et
Exon 4 CCATGACTAAAAGGACCACACAG CATTCCCTAGATTGCCTTTGC (i;lar;gil;)et
Exon5 | TTAAATAAAGGGTAGGCCAACTCC | CCTAAGGGATGGAACTGGCC (i‘llar;ﬁ’;‘)et
Exon 6 CCTCTTGGGGTAACATTCACAG TGCGCCTGGCCTAAAATG (i;lar;gi‘;‘)et
Exon 7 CAAAACCTGCTGTGCTGATAATG | GAGGGATTGATGTGTGTGGAGG (i‘llar;gi’g)et
Exon 8 TTCTATGCTTAACCGTGCTTGC GCTGTTTCCCATAATTGCTCTG (i;lar;gil;)et

Tab. 1c Primery WT1

Oblast 5’primer 3’primer Reference

Exon 8 AGCTCCAGCGAAGTGCCTTA CCTAGCCCAAGGGAACACAG Vlastni

navrh

Exon 9 CCTCACTGTGCCCACATTGT TCCCTCTCATCACAATTTCATTC Vlastni

navrh
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PCR reakce pro geny NPHSI a NPHS2 byly ptipraveny v objemu 10 ul pomoci AmpliTag
Gold reakéni chemie; tj. 1x PCR pufr, 2,5 mmol/l MgCl,, 0,2 mmol/l dNTP, 0,25 U
AmpliTaq Gold polymerdza (vSe od ThermoFisher Scientific, Waltham, MA), 0,8x Q-
solution (Qiagen, Hilden, Némecko), 625 nmol/l 5’a 3" primeru. U WTI genu byl pouzit
celkovy objem reakce 16 pl pomoci Qiagen Tag core kit (Qiagen, Hilden, Némecko); tj. 1x
PCR pufr, Ix Q-solution, 0,1 mmol/l kazdého dNTP, 0,5 U Taq DNA polymerazy a 310

nmol/l 5’a 3" primeru.

PCR produkty byly poté precisStény pomoci magnetickych kulicek AmPure (Beckman
Coulter, Brea, CA) a oboustranné sekvenovany v BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing
kitu (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA). Precisténi sekvenaéni reakce bylo provedeno
s magnetickymi kulickami CleanSeq (Beckman Coulter, Brea, CA). Kapilarni elektroforéza
precisténych vzorkii byla provedena na pfistroji ABI 3130xl (ThermoFisher Scientific,

Waltham, MA). Sekvenacni data byla analyzovéana v programu Mutation Surveyor verze 3.23

(SoftGenetics, State College, PA).

9.1.2.2 Sekvenovani nové generace

VSechny vzorky s negativnim vysledkem z prvni ¢asti genetické analyzy byly podrobeny
sekvenovani nové generace pomoci navrzeného panelu 48 gent v té€ dob¢ se zndmou asociaci
se SRNS z kitu Haloplex od Agilent Technologies (seznam genil viz Tabulka 2). Parametry
panelu byly nasledujici: 12 169 amplikontl, kazdy exon byl sekvenovan s ptresahem 50 para
bazi do ptilehlych intront, celkové pokryti ¢inilo 99,43 %. DNA knihovny byly pfipraveny
dle ndvodu vyrobce a nasledn¢ sekvenovany pomoci MiSeq Reagent kit v2 na pfistroji

[llumina MiSeq.

Tab. 2 Panel testovanych genti

Gen Zakladni nazev proteinu Dédi¢nost
NPHS1 Nefrin AR
NPHS?2 Podocin AR
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WTl1 Wilms tumour protein AD
NUP9Y3 Nuclear pore complex protein Nup93 AR
ACTN4 Alpha-actinin-4 AD
ADCK4 Atypical kinase COQ8B AR
ALG1 Chitobiosyldiphosphodolichol beta-mannosyltransferase, CDG1K AR
ANLN Anillin AD
APOLI1 Apolipoprotein L1 AR?
ARHGAP24 Rho GTPase-activating protein 24 AD?
ARHGDIA Rho GDP-dissociation inhibitorl AR
CDI51 GP27 AR?
CD24P CD2-associated protein AR
CFH Complement factor H AR, AD
COL4A3 Collagen alpha-3 (IV) chain AR, AD?
C0Q2 4-hydroxybenzoate polyprenyltransferase AR, AD?
COQ6 Ubiquinone biosynthesis monooxygenase 6 AR?
coQ7 5-demethoxyubiquinone hydroxylase AR?
coQ9 Ubiquinone biosynthesis protein 9 AR?
CRB2 Protein crumbs homologue 2 AR
CUBN Cubilin AR?
DGKE Diacylglycerol kinase epsilon AR
EMP2 Epithelial membrane protein 2 AR
FATI Protocadherin Fat 1 AR?
INF2 Inverted formin-2 AD
ITGA3 Integrin alpha-3 AR
ITGB4 Integrin beta-4 AR, AD?
KANKI1 KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein 1 AR?
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KANK2 KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein 2 AR?

KANK4 KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein 4 AR?
LAMB?2 Laminin subunit beta-2 AR?
LMNA Prelamin-A/C AR, AD?
LMXIB LIM homeobox transcription factor 1-beta AD?
MYOIE Unconventional myosin-Ie AR
NEIL1 Endonuclease 8-like 1 ?
NPHPI Nephrocystin-1 AR?
NUP107 Nuclear pore complex protein Nup107 AR
NUP205 Nuclear pore complex protein Nup205 AR?
PAX2 Paired box protein Pax-2 AD
PDSS?2 Decaprenyl-diphosphate synthase subunit 2 AR?
PLCEI 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase epsilon-1 AR
PMM?2 Phosphomannomutase 2 AR?
PTPRO Receptor-type tyrosine-protein phosphatase O AR
SCARB2 Lysosome membrane protein 2 AR?

SMARCALI SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily | AR?

A-like protein 1

TRPC6 Short transient receptor potential channel 6 AD
WDR73 WD repeat-containing protein 73 AR?
XPO5 Exportin 5 AR?

Panel testovanych gend z kitu Haloplex a jejich dédi¢nost (autosomalné¢ dominantni = AD, autosomalné
recesivni = AR; otaznik popisuje pravdépodobny nebo neznamy typ dédi¢nosti).

Data byla analyzovana pomoci softwaru SureCall (Agilent Technologies) a Ingenuity variant
analyser (Qiagen, Hilden, Némecko). Pro filtrovani kauzalnich variant byla pouZita
nasledujici kritéria: byly vyloueny bézné varianty s frekvenci ve zdravé populaci vice nez 1

% (na zaklad¢ databazi 1000 Genomes, EXAC, NHLBI ESP Genomes), naopak byly

ponechany varianty predikované jako patogenni, pravdépodobné patogenni a varianty
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nejasného klinického vyznamu na zéklad¢é vypocetnich programt Sift, Polyphen-2 a CADD.
Po hrubém filtrovani variant byla pouzita databaze Human Gene Mutation Database (Stenson
et al., 2017), kterd obsahuje podrobné informace o jiz diive popsanych variantach. Na zaklad¢
obecné¢ pfijimanych genetickych standardii (ACMG) s vyuzitim online softwaru zaloZzenym na
téchto standardech byly varianty vyhodnoceny jako patogenni, pravdépodobné patogenni,
pravdépodobné benigni, benigni nebo varianty nejasného klinického vyznamu (Kleinberger et
al., 2016; Richards et al., 2015). Varianty nejasného klinického vyznamu nebyly povazovéany
za pri¢inu onemocnéni. Nalezené kauzalni varianty (patogenni nebo pravdépodobné
patogenni) byly verifikovany Sangerovym sekvenovanim a jejich segregace v rodin¢ byla
ovétena u 20/28 (71 %) pacientli nesoucich tyto varianty. U zbylych pacienti nebylo mozné
vzhledem k nedostupnosti rodi¢l zajistit vzorky DNA a to hlavné kvili stafi pacientii
(dospélost v dobé analyzy) a zmény bydlisté oproti dobé, kdy pacienti jeSté dochazeli do
ambulance. Varianty u téchto pacientd byly jiz v minulosti v literatufe popsany jako
patogenni, a proto byly pii hodnoceni zcela dodrzeny veskeré zasady standardi ACMG pro
urceni kauzality variant. U vybranych variant (nove nalezené varianty v NUP93) byla ovéiena

absence ve zdravé populaci sekvenovanim 380 vzorkti DNA z nasi databaze zdravych kontrol.
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9.2 Metodika studie 2 — Analyza vazebné afinity mutantid WT1 k cilové DNA sekvenci

9.2.1 Puavod WTI variant

Metodika dvoustupiiové genetické analyzy (kombinace Sangerova sekvenovani a sekvenovani
nové generace) popsana vyse ve ,studii 1 byla pouzita i u dalSich pacienti se SRNS
ziskanych po zpracovani pavodniho 1éta sbiraného souboru. Vzhledem k relativné vysoké
prevalenci NUP9Y3 variant jsme vSak v prvnim kroku Sangerovym sekvenovanim vySetfovali i
tento gen. Celkem jsme ve ,,studii 2 zatadili devét déti s identifikovanymi W71 variantami,
7/9 pacientii bylo soucasti kohorty ve ,studii 1*“ a dalsi dva pacienty jsme detekovali
rozsifenym Sangerovym sekvenovanim (Ctyf nejcastéjSich kauzalnich gent: NPHSI, NPHS?2,
WTI a NUP93). Vyhodnoceni nalezenych genetickych variant bylo provedeno stejné jako u

studie 1.

9.2.2 Ptiprava WTI proteint
9.2.2.1 Syntéza DNA plazmidu

Z linie bun¢k lidského adenokarcinomu s oznacenim A549 byla ziskdna wt KTS minus
izoforma WTI (koéduje transkripéni faktor WT1) pomoci reverzni transkripce z celkové RNA
s vyuzitim RNeasy mini kitu od firmy Qiagene. Reverzni transkripce byla provedena
komerénim kitem RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit s Oligo (dT)18 primerem
(Thermo Scientific). Amplifikace ziskané cDNA WTI genu byla provedena pomoci
specifickych 5~ (AAAGAATTCATGGGCTCCGACGTGCGGGACCTG) a 3
(TTTAAGCTTTCAAAGCGCCAGCTGGAGTTTGGTC) primerta. Primery obsahovaly
EcoRI a HindIII restrikéni mista. Amplifikovany EcoRI-HindIII fragment s KTS minus W71
byl poté vlozen do plazmidového klonového vektoru pUC19 pomoci metody EMILI
(Efficient Mutagenesis Independent of Ligation (Fiizik et al., 2014; Dostalkova et al., 2020);
primery pouZité pro mutagenezi jsou uvedeny v Tabulce 3). Po verifikaci uspéSné mutageneze
pomoci sekvenace byla amplifikovana oblast 999 — 1270 nukleotidi (pro wild type i vSechny
mutantni formy WTI) kodujicich zinkové prsty 2 — 4 WTI proteinu pomoci 5’
(AAAGCTAGCGAGAAACCATACCAG) a 3 (TTTCTCGAGTTATCTCTGATGCATG)
primerd s Nhel a Xhol restrikénimi misty. Fragmenty byly po amplifikaci vloZzeny do

plazmidového vektoru pET22b a ovéfeny pomoci sekvenace.
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Tab. 3 Primery pro mutagenezi (EMILI) genu WT1

"WTI1 ZF2 C11Y

CTTCAAGGACTATGAACGAAGGTTTTCTCGTTC

"WTI1 ZF2 C11Y

CCTTCGTTCATAGTCCTTGAAGTCACACTGG

"WTI1 ZF2 R17P

GGTTTTCTCCTTCAGACCAGCTCAAAAGAC

"WT1 ZF2 R17P

GGTCTGAAGGAGAAAACCTTCGTTCAC

"WT1 ZF2 Q25P

CAAAAGACACCCAAGGAGACATACAGGTGTG

"WTI1 ZF2 Q25P

ATGTCTCCTTGGGTGTCTTTTGAGCTGGTCTG

"WT1 ZF3 R10W

AACTTGTCAGTGGAAGTTCTCCCGGTCCGACC

"WTI1 ZF3 R10W

GGGAGAACTTCCACTGACAAGTTTTACACTGGA

"WTI1 ZF3 R14W

GAAAGTTCTCCTGGTCCGACCACCTGAAGACC

"WTI1 ZF3 R14W

GGTCGGACCAGGAGAACTTTCGCTGACAAG

"WTI1 ZF3 D16N

CTCCCGGTCCAACCACCTGAAGACCCACACC

"WT1 ZF3 D16N

CTTCAGGTGGTTGGACCGGGAGAACTTTCGC

"WTI1 ZF3 H21R

CTGAAGACCCGCACCAGGACTCATACAGGTG

"WTI1 ZF3 H21R

GAGTCCTGGTGCGGGTCTTCAGGTGGTCGGAC

"WT1 ZF3 R10stop AACTTGTCAGTGAAAGTTCTCCCGGTCCGACC

GGGAGAACTTTCACTGACAAGTTTTACACTGGA

"WT1 ZF3 R10stop
"WT1 ZF2 H28R
"WTI1 ZF2 H28R

CCAAAGGAGACGTACAGGTGTGAAACCATTCC
CACACCTGTACGTCTCCTTTGGTGTCTTTTGAG

WlhnmllwWwlun|lWlu]lWlh|lW]lU]W]lWU]lW]lWU]W]OWn|W]wn

9.2.3 Exprese proteinit WT1

Bakterialni kmen Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3) CodonPlus RIL byl transformovan
plazmidem s wild type anebo jednim z mutantnich W71 pomoci tepelného Soku po dobu 1
minuty pii 42 °C. Transformované bakterie byly inkubovany po dobu jedné hodiny v tekutém
LB Broth médiu a poté byly pteneseny na Petriho misky s pevnym selekénim agarovym
médiem obsahujicim 100 pg/ml ampicilinu. Petriho misky byly inkubovany pii 37 °C ptres
noc. Narostlé kolonie byly poté presunuty do tekutého selekéniho LB Broth média se 100
pg/ml ampicilinu a inkubovany minimalné 2 hodiny pii 37 °C na tfepacce (220 RPM) dokud
nebylo dosazeno hodnoty optické denzity mezi 0,6 — 0,8. Poté byl do suspenze piidan IPTG
(aktivator lac operonu) a inkubace s tfepanim prodlouzena o dal$i 4 hodiny. Buné&cna
suspenze byla centrifugovana (10 minut, 10 000 x g) a vznikla peleta byla zmraZena v -20 °C.
Exprese proteinli byla ovétena standardni metodou SDS-PAGE pomoci 18 % akrylamidového

gelu a 1X Tris-Glycinového pufru.
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9.2.4 lIzolace a purifikace proteint WT1

Izolace WTI1 proteinti z bakteridlnich pelet byla provedena pomoci pufri se zvySujici se
koncentraci chloridu sodného. VSechny pouzité pufry mély pH 8 a obsahovaly 50 mM
NaxHPO4.12H,0; 0,1 % 2-Merkaptoethanol a chlorid sodny o rtizné koncentraci (pufr A — 50
mM, pufr B — 0,5 M, pufr C — 1,0 M, pufr D — 2,0 M). Zmrazené pelety byly nejprve
resuspendovany v pufru A obsahujicim 1 mM lyzozym, Thermo Halt Protease Inhibitor
Cocktail 100X (1000x fedény) a DNazu I (5000x fedénou). Suspenze byla 20 minut michana
na ledu a poté byl ptidan 10 % deoxycholéat sodny o findlni koncentraci 0,15 % v roztoku.
Suspenze byla sonikovana (3x 45 sekund, 40 % amplituda, sonda KE76, 3,75 kJ) a
centrifugovana (15 minut, 4 °C, 30 000 x g). Supernatant byl pfesunut do cist¢ nadoby a
uchovan na ledu. Zbyla peleta byla resuspendovana v pufru B a cely proces byl stejné
zopakovan také pro pufry C a D, poté byla peleta zlikvidovana. Pritomnost WT1 proteinu
byla ovéfena pomoci SDS-PAGE (18 % akrylamidovy gel a 1X Tris-Glycinovy pufr).
Supernatanty obsahujici protein WT1 byly vysrdZzeny pomoci 70 % saturace v siranu
amonném na ledu. Saturované suspenze byly centrifugovany (30 minut, 4 °C, 30 000 x g) a
vzniklé pelety byly spolecné resuspendovany v pufru A. Suspenze byla poté dialyzovana
(dialyza¢ni membréana Spectra/Por 3 Standard RC Tubing 3,5 kDa) pies noc v pufru A pii 4
°C. Dalsi den byl dialyzat centrifugovan (30 minut, 4 °C, 30 000 x g) a supernatant byl

uchovan na ledu (peleta byla zlikvidovana).

Pro separaci proteini ze supernatantu byla vyuzita rychla proteinova kapalinova
chromatografie (FPLC, purifika¢ni systém AKTA pure se softwarem Unicorn) nejprve na
zaklade jejich iontového naboje (HiPrep SP FF 16/10 Cytiva, kolona se silnym kationtovym
nabojem). K separaci byl vyuZit protokol vyrobce. Jako vazebny pufr byl pouzit pufr A
(vSechny pufry pouzité¢ u této metody byly nejprve prefiltrovany a odvzdusnény). Eluce
proteintl bylo dosazeno zvySujicim se gradientem pufru D do systému. Vzorky po frakénim
jimani byly vybrany dle UV signalu v softwaru Unicorn a ptitomnost WT1 proteini byla
ovétena pomoci SDS-PAGE. Ovétené frakce byly poté zkoncentrovany (kolony Amicon
Ultra 15 ml 3000 kDa) opakovanou centrifugaci (15 minut, 4 °C, 4000 x g) dokud nebyl
objem vzorku 8 ml. Protein byl poté separovan dle velikosti pomoci kolony HilLoad 26/600
Superdex 200 pg Cytiva dle ndvodu vyrobce s eluénim pufrem (50 mM Na,HPO4.12H,0, 1
M NaCl, 10 uM ZnCly; 0,1 % 2-Merkaptoethanol, pH 8). Frakce byly vybrany dle UV signalu

v softwaru Unicorn a piitomnost WT1 proteinu byla ovéfena pomoci SDS-PAGE. Ovérené
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frakce byly poté zkoncentrovany (kolony Amicon Ultra 15 ml 3000 kDa) opakovanou
centrifugaci (15 minut, 4 °C, 4000 x g) dokud nebyl objem vzorku 6 ml. Koncentrace
purifikovanych WT1 proteint byla zmétena a pted analyzou MST byly vzorky koncentrovany
60x na objem 100 ul. Elu¢ni pufr byl pomoci kolon vyménén za MST vazebny pufr a byla

zméiena finalni koncentrace proteint.

9.2.5 Vazebna analyza

Mikroskalova termoforéza (MST) byla provedena na pfistroji Monolith NT.115 (NanoTemper
Technologies) s vlastnim softwarem poskytujicim interaktivni protokol (MO.Control,
NanoTemper Technologies). K detekci termoforézy byla pouzita cyaninem 5 znacend cilova
EGR1 DNA sekvence ([Cyanine5S]GTGGAGGCGGCGGGGGCGGCAGCAACAQG).
Koncentrace DNA v reakci byla 80 nM a nejvyssi koncentrace proteinu byla v rozsahu mezi 1
— 4 mM. Vazebna analyza byla provedena pomoci standardnich MST kapilar, o 20 %
excitaéni sile (nastaveni Nano — RED) a stfedni sile MST pii pokojové teploté. Po
optimalizaci byl pouzit MST vazebny pufr (50 mM NaHPO4.12H,0, 150 mM NacCl a 0,005
% Tween), se kterym byly ziskany pfijatelné MST kiivky (Obrazek 5). Ktivky vazebné
afinity pro kazdy mutantni WT1 protein (kazdy méfen 3x za sebou) byly zkalkulovany
pomoci MO.Affinity Analysis softwaru (NanoTemper Technologies).
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Obr. 5 Optimalizace metody MST. Horni obrazek ukazuje kiivky poklesu fluorescence v case pfi pusobeni
laseru. Fialovy pruh ukazuje ,baseline” a Cerveny pruh cilovou oblast méfeni. Obrazek nize ukazuje
normalizovanou zménu fluorescence vzorkit DNA a sériové fedéného proteinu. Pfi pfitomnosti vazby vznika
kiivka ve tvaru ,,S%.
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9.2.6 Luciferazova esej

Vektor pGL4.32 (Promega) nesouci gen pro luciferdzu byl Stépen pomoci restrikénich
enzymil Nhel a HindIIl dle vyrobce (New England Biolabs). Do vektoru byla vlozena
sekvence promotoru genu ACTNI nesouci vazebnou sekvenci pro WT1 (GCGGGGGCQG)
(Tabulka 4).

Tab. 4

Sekvence 5%

promotoru CTAGCCAGCCCAGCCCAGCCCTAGCGGGGGCGCACGCCAGGGCAGCAGCCGTTGCTCAG

ACTNI AGAGAAGGTGGAGGAAGAAATCCAGACCCTAGCACGCGCGCACCATCATGGACCATA
3"
AGCTTATGGTCCATGATGGTGCGCGCGTGCTAGGGTCTGGATTTCTTCCTCCACCTTCTCT
CTGAGCAACGGCTGCTGCCCTGGCGTGCGCCCCCGCTAGGGCTGGGCTGGGCTGG

Primery 5": GCTCAAAAGACACCCAAGGAGACATACA

p-GIn447Pro
3" TGTATGTCTCCTTGGGTGTCTTTTGAGC

Primery 5": CACCAAAGGAGACGTACAGGTGTGAAA

p.His450Arg
3" TTTCACACCTGTACGTCTCCTTTGGTG

Sekvence pouzité pro vyrobu vektorti (u sekvenci ACTNI je tuéné vyznacena vazebnd sekvence pro WT1)

Inzert byl poté ovéien Sangerovym sekvenovanim. Sekvence kodujici dvé mutované formy
p.GIn447Pro) byly pomoci cilené¢ mutageneze (protokol dle Platinum™ SuperFi II DNA
Polymerase od ThermoFisher, primery pro mutagenezi jsou v Tabulce 4 vySe) piipraveny
v expresnim vektoru s celym genem WTI (Origene, RG221271). Transformace vektoru byla
provedena v kompetentnich buiikaich DH5a (ThermoFisher). Usp&né zafazeni mutaci bylo
ovéfeno pomoci Sangerova sekvenovani. Transfekce lidskych bunék HEK293 (Sigma-
Aldrich) byla provedena ve 12-jamkovych deskach (150 000 bunék na jamku) dle firemniho
protokolu FuGENE 6 (Promega) v poméru FuGENE:DNA = 3:1. Koncentrace
transfekovanych plazmidd byly nasledovné: 0,9 ng plazmidu W71 (wild type, p.His450Arg,
p.GIn447Pro), 1 pg reportérového vektoru pGL4.32 s promotorem ACTNI a 0,1 pg
kontrolniho reportérového vektoru (Renilla, Promega). VSechny reakce byly pfipraveny
v triplikatech (wild type WT1, WT1 p.His450Arg, p.Gln447Pro, HEK293 bez vektori jako
negativni kontrola) a Sesti nezavislych 12-jamkovych deskach. Po dvou dnech inkubace byla
provedena luciferazova esej dle firemniho protokolu Dual-Luciferase® Reporter Assay

System (Promega). Analyza byla spusSténa na ¢tecce FLUOstar omega (BMG Labtech) s

49



doporucenym nastavenim pro luciferazovou esej. Pritomnost WTI1 proteini v bunkéach

HEK?293 byla ovéfena pomoci metody Western blot (Obréazek 6).

Obr. 6 Ovéreni WT1 proteint v buitkach HEK293 metodou Western blot. PVDF membrana s proteiny WT1 (1
= WT1 wild type, 2 = WT1 p.His450Arg, 3 = WT1 p.GIn447Pro, 4 = HEK293 bez vektoru). Finalni velikost 80
— 90 kDa odpovida velikosti WT1 (56 kDa) a fluorescen¢ni kotvy turbo GFP (26 kDa). Signal byl zobrazen
pomoci pristroje Uvitec Alliance 4.7.

9.2.7 Statistika

Priméré disociaéni konstanta (Kd) byla vypocitana z triplikatd kazdého meéfeného
mutantniho WT1 a statistickd vyznamnost rozdili primérnych Kds byla ovéfena pomoci
dvouvybérového oboustranného t-testu v softwaru R (Team, 2014). Primérnd hodnota
luminiscence (,relative light units®) u luciferazové eseje byla vypocitana z triplikatd u
kazdého z Sesti méfeni a statisticka vyznamnost rozdilti primérnych hodnot byla také ovétena

pomoci dvouvybérového oboustranného t-testu v softwaru R.
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9.3 Klinické a laboratorni prediktory odpovédi na glukokortikoidni 1é¢bu

Pro tuto analyzu byli vybrani vSichni pacienti se SRNS ze studie 1 a 2 s dostupnou informaci
o mife proteinurie a pfitomnosti hypertenze a otokl pii manifestaci onemocnéni. Celkem se
jednalo o 40 pacientl. Data byla porovnana s daty déti se SSNS, které se nové manifestovali
po roce 2017 a jejichz data a vzorky byly prospektivné systematicky sbirdny v ramci

dlouhodobého vyzkumného zaméru naseho pracovisté. Jednalo se o 12 pacienti.
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10. Vysledky

10.1 Studie 1 — Molekularné genetické vySetieni jedinci se SRNS

10.1.1 Vysledky genetické analyzy

Kombinace Sangerova sekvenovani a panelu vybranych genii (sekvenovani nové generace)
odhalilo kauzalni (patogenni nebo pravdépodobné patogenni) varianty u 28/74 (38 %) déti se
SRNS (Obrazek 7). Sangerovo sekvenovani odhalilo 26 % pozitivnich pacientl a sekvenovani
nové generace poté doplnilo mnozstvi pozitivnich pacientd o dal§ich 9/74 pacientl (12 %).
Nejcastéji mutovanymi geny byly NPHS2 u 11/74 (15 %) pacientd, WT1 u 7/74 (9,5 %)
pacientti, NUP93 u 4/74 (5,4 %) pacientt, COQ2 u 2/74 (2,7 %) pacientii a NPHS1, INF?2,
DGKE a LMXIB vzdy u 1/74 (1,4 %) pacientt.
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[ Pacienti se SRNS, n=74 ]

}

Sangerovo sekvenovani, n=74

NPHS2, WI'l (exony 8+9)

18 pacientt s gen. SRNS

Sangerovo sekvenovani,
n=14

NPHS1 — infantilni a

Mcient s gen. SRNS
A\ 4 —

55 negativnich pacientu

(NGS, n=55 (panel 48 genu Véemé\
NPHS1, NPHS2, WTI)

(3 pacienti byli analyzovéani pouze pro
10 vybranych gent ve starSim panelu)

- )

9 pacientu s gen. SRNS

<

Pacienti bez genetické diagnézy,
n=46
(vCetné 17 pacientu s variantami
nejasneho klinického vyznamu)

»
>

< « | Nejasny
Gen Patogenni Pravdepafl b kliJnick§
patogenni ;
vyznam
NPHS2 10 1 -
WTl1 2 5 (3)
NPHS1 - 1 -
NUP93 e - -
INF2 1 - 3)
ACTN4 5 - 3)
ANLN - - 3)
c0Q2 - 2 -
PLCE1 = - (1)
PTPRO - & (1)
DGKE 1 - -
LMXIB - | -
TRPC6 - - (1)
ARHGAP2A | - - (1)
ADCK4 - - (1)
Pacientu
celkem 18 10 (17)

Obr. 7 Schéma a vysledky genetické analyzy pacientli se SRNS.
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Celkem bylo identifikovano 23 rtiznych kauzalnich variant. Zatimco 18 z nich bylo jiz diive
popsano jako pti¢ina SRNS, zbylych 5 variant bylo origindlnich a dle standardd ACMG byly
vyhodnoceny jako pravdépodobné patogenni ¢i patogenni. Nejcastéji zastoupenou konkrétni
patogenni variantou, at’ jiz v homozygotnim nebo ve sloZzeném heterozygotnim stavu s jinou
variantou, byla c.413G>A (p.Argl38GlIn) v genu NPHS2 (u 10 jedincti). Druha nejvice
zastoupena varianta c.1772G>T (p.Gly591Val) v genu NUP93 byla nalezena u 4 jedinct. U
variant NUP93 byla ovétena jejich absence ve 380 zdravych kontrolach, nebot’ podil pacienti
s kauzalnimi variantami v tomto genu byl oproti podobnym zahrani¢nim studiim relativné
vysoky. Podrobnosti o vSech kauzalnich variantdch (patogennich i pravdépodobné

patogennich) u testovanych pacientil jsou v Tabulce 5a, 5b.

U dalsich 17 pacientd (23 %) byly identifikovany varianty nejasného klinického vyznamu, u
kterych nelze potvrdit ani vyloucit moZznou asociaci se SRNS. Tyto varianty byly nalezeny
v genech WT1, ACTN4, INF2, ANLN, PLCE1, PTPRO, TRPC6, ARHGAP24, ADCK4. PtiCina

onemocnéni u téchto pacientli byla prozatim stanovena jako negeneticka.
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Tab. 5a Patogenni varianty (nebo sloZené s pravdépodobné patogennimi variantami) nalezené u pacienti se SRNS

]
= o i) S 'z
S § £ = S S 8 = = g e s =
g S 3 5 5 g g E > o E Z 9
a = S 2 S @ 5 = ) g <
= = .§ g |- ’S e E
= & 3
1975 NPHS?2 c.413G>A AR Homozygot T=0.0007/82 (ExAC) (Boute et Substituce SRNS, FSGS Patogenni
1985 Ex3 p-Argl138Gln al., 2000) PS3, PS4, PM2, PM3,
1991 PP3
2014
2030a,b
2028a,b NPHS?2 c413G>A AR T=0.0007/82 (ExAC) (Boute et Substituce SRNS, FSGS Patogenni
Ex3 p-Argl138Gln al., 2000) PS3, PS4, PM2, PM3,
. PP3
Slozeny heterozygot
NPHS?2 c.419delG AR Neni v databazich (Boute et Delece SRNS Patogenni
Ex3 p-G140Dfs*41 al., 2000) PVSI1, PM2, PM3, PP3
1992 NPHS?2 c413G>A AR T=0.0007/82 (ExAC) (Boute et Substituce SRNS, FSGS Patogenni
Ex3 p-Argl138Gin al., 2000) PS3, PS4, PM2, PM3,
PP3
Slozeny heterozygot
NPHS?2 c.868G>A AR T=0.00008/9 (ExAC) (Karle et Substituce SRNS Pravdépodobné
Ex7 p-Val290Met al., 2002a) patogenni
PM2, PM3, PP3, PP5
1973 NPHS?2 c413G>A AR T=0.0007/82 (ExAC) (Boute et Substituce SRNS, FSGS Patogenni
Ex3 p-Argl138Gin al., 2000) PS3, PS4, PM2, PM3,
PP3
NPHS2 c.1150T>C AR Slozeny heterozygot Neni v databazich (Bouchire | Terminaéni varianta SRNS Pravdépodobné
Ex8 p-Term384GIn betal, patogenni
2014) PM2, PM3, PM4, PP3,
PP5
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2002 NUP93 c.1772G>T AR T=0.0001/14 (ExAC) (Braun et Substituce SRNS Patogenni
ExI6 p.Gly591Val al., 2016) PS3, PS4, PM2, PM3,
PP3
Slozeny heterozygot
NUP93 c.1537+1G>A AR A=0.000009/1 (ExAC) (Braun et | Sestfihova varianta SRNS Patogenni
Intl3 al., 2016) PVS1, PS3, PM3, PP3
2015 NUPY3 c.1772G>T AR T=0.0001/14 (ExAC) (Braun et Substituce SRNS Patogenni
Ex16 p.Gly591Val al., 2016) PS3, PS4, PM2, PM3,
PP3
Slozeny heterozygot
NUPY3 c.1298delA AR Neni v databazich Nova Delece - Patogenni
Exi2 p-D433Afs*23 varianta PVSI1, PM2, PM3, PP3
1996 NUP93 c.1772G>T AR T=0.0001/14 (ExAC) (Braun et Substituce SRNS Patogenni
Exi6 p.Gly591Val al., 2016) PS3, PS4, PM2, PM3,
PP3
NUP93 c.1916T>C AR SloZenj heterozygot Neni v databazich Nové Substituce - Pravdépodobn&
ExI8 p.Leu639Pro varianta patogenni?
PMI, PM2, PM3, PP3
2151 NUPY3 c.1772G>T AR Homozygot T=0.0001/14 (ExAC) (Braun et Substituce SRNS Patogenni
Exi6 p.Gly591Val al., 2016) PS3, PS4, PM2, PM3,
PP3
2008 wT1 c.1372C>T AD Heterozygot Neni v databazich (Schumac | Termina¢ni mutace | Nefroblastom Patogenni
Ex9 p-Argd58Term her et al., , FSGS PVS1, PM1, PM2,
1997a) PP3, PP4, PP5
2048 wT1 c.1325A>C AD Heterozygot Neni v databazich Nova Substituce - Patogenni
Ex8 p-GIn442Pro varianta PS2, PM1, PM2, PM5,
PP3
1963 INF2 c.653G>A AD Heterozygot Neni v databazich (Brown et Substituce FSGS, SRNS Patogenni
Ex4 p-Arg218Gln al., 2010) PS3, PM1, PM2, PPI,
PP3
2182 DGKE c.966G>A AR Homozygot A=0.00006/7 (ExAC) (Lemaire | Termina¢ni mutace Atypicky Patogenni
Ex6 p-Trp322Term etal., hemolyticko- | PVSI1, PM2, PP3, PP5
2013) uremicky
syndrom
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Tab. 5b Pravdépodobné patogenni variant

nalezené u pacientli se SRNS

%)
7] > N
3 g5 E 5 g : 2 E g3 =
s O = = g g = E > o E z 9
a g > A O 2 & e z 2 § <
= = § g = )E °© E
= A £
1988 NPHS?2 c.952G>A AR Neni v databazich Nova Substituce - Pravdépodobné
Ex8 p.Ala318Thr varianta patogenni
PMI, PM2, PP1, PP3
NPHS?2 c.686G>A AR L T=0.0146/73 (1000 Genomes) (Tsukaguc Substituce FSGS, funkéni Benigni
Ex5 p.Arg229GIn Slozeny heterozygot hi et al., asociace BP2, BP4, BP6, BS1,
2002) $ variantami BS2
v exonech 7, 8
(Tory et al.,
2014)
1755 NPHS1 c.397+3A>G AR Neni v databazich Nova Intronova varianta - Pravdépodobné
Int3 varianta patogenni
PM2, PM3, PP3
NPHS1 c.1103C>T AR L Neni v databazich (Beltchev Substituce Kongenitalni Pravdépodobné
Ex9 p-Pro368Leu SloZeny heterozygot aetal, NS patogenni
2001, PM2, PM3, PP3, PP5
Buscher et
al., 2012)
1993 WT1 c.1406A>G AD Heterozygot Neni v databazich (Mucha et Substituce SRNS Pravdépodobné
Ex9 p-His469Arg al., 2006) patogenni
PMI, PM2, PP3, PP4,
PP5
2010 WT1 c.1283G>A AD Heterozygot Neni v databazich (Clarkson Substituce Denys- Pravdépodobné
Ex8 p.Cys428Tyr etal., Drashtv patogenni
1993a) syndrom PM1, PM2, PP3, PP5
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1681 WT1 c.1432+4C>T Heterozygot Neni v databazich (Barbaux, | Intronova varianta SRNS, Pravdépodobné
Int9 Niaudet, Frasieruv patogenni
Gubler, syndrom PM1, PM2, PP3, PP5
Grunfeld,
etal.,
1997)
2025 WT1 c.1384C>T Heterozygot Neni v databazich (Pelletier Substituce SRNS, Denys- Pravdépodobné
Ex9 p-Argd462Trp etal, Drashtv patogenni
1991a) syndrom PM1, PM2, PP3, PP4,
PP5
2185 WT1 c.1390G>A Heterozygot Neni v databazich (Pelletier Substituce FSGS, Denys- Pravdépodobné
Ex9 p-Asp464Asn etal., Drashtiv patogenni
1991a) syndrom PM1, PM2, PP3, PP5
2184a,b coQ2 c.683A>G Homozygot C=0.0002/20 (ExAC) (Diomedi- Substituce SRNS, Pravdépodobné
Ex3 p-Asn228Ser Camassei deficience patogenni
etal., CoQ10 PM2, PM3, PP3, PP5
2007)
2231 LMXIB c.668G>A Heterozygot Neni v databazich (McIntosh Substituce Nail-patella Pravdépodobné
Ex4 p-Arg223Gln etal., syndrom patogenni
1998) PS2, PM2, PP3, PP5

Legenda pro Tabulku 5a, 5b: AD = autosomalné dominantni dédi¢nost, AR = autosomaln¢ recesivni dédi¢nost

! Cisla oznacuji relativni a absolutni vyskyt p¥isluiného SNP v databézi.

2 Nejblizsi zndma patogenni varianta s funkéni studii je c.1886A> G (p.Tyr629Cys) (Braun et al., 2016). Klasifikace je zaloZena na pfedpokladu, Ze tato varianta mlize mit
podobnou patogenni funkci, protoze se nachazi v tésné blizkosti.
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10.1.2 Vysledky klinickych a laboratornich nalez

Rozd¢leni pacientli dle v€ku manifestace bylo nasledujici: 11 pacientl s kongenitalnim NS,
10 pacientt s infantilnim NS a 52 pacientii s NS v détském veku. Vyskyt kauzélnich variant je
Castéjsi pfi manifestaci onemocnéni do 12 meésicii véku v porovnani s manifestaci pozdéji
béhem détstvi (13/21 vs. 15/52, p = 0,02 dle dvou-populacniho proporcniho testu). Pacient
1974 nebyl zatazen do tabulky kvili chybéjici informaci o véku pfi manifestaci NS. Podil

identifikovanych variant dle véku manifestace je v Tabulce 6.

Tab. 6 Nefroticky syndrom dle v€ku manifestace

Typ NS dle véku | Kongenitilni | Infantilni Détsky Pacientu
(0-3 mésice) (4-12 (1-17 let) celkem
Kauzailni gen mésici)
n=11 n=10 n=>52 n=73
NPHS1 1 - - 1
NPHS2 5 2 4 11
WTI1 - 4 3 7
NUP9Y3 - - 4 4
DGKE - 1 - 1
coQ2 - - 2 2
LMXIB - - 1 1
INF2 - - 1 1
Pocet pacientl s kauzalnimi 6 (55 %) 7 (70 %) 15 (29 %) 28 (38 %)
variantami
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Otoky mélo pii manifestact SRNS v nasi studii 26/41 déti (63 %) a hypertenzi 10/39 déti (26
%), u ostatnich nebyly tyto udaje k dohledani. Nebyl nalezen vyznamny rozdil v proporcich
pacientil s otoky a hypertenzi a ve vysi proteinurie pfi manifestaci onemocnéni mezi pacienty

s genetickou a negenetickou formou onemocnéni (Tabulka 7).

Tab. 7
Geneticky SRNS Negeneticky SRNS p
Otoky 11/20 15/21 0,44
Hypertenze | 6/21 4/18 0,93
Proteinurie | 3351 = 6000 (n=26) | 1406 + 1893 (n = 25) 0,13

Statisticky rozdil tfi nejéastéjSich pfiznakii SRNS mezi genetickou a negenetickou formou onemocnéni pii
manifestaci. Informace o ptiznacich nebyly dostupné u vSech pacientti. Hodnota proteinurie je v mg/mmol, Pro
testovani proporci jedincti s otoky a hypertenzi byl pouzit dvou-populaéni proporéni test a pro testovani
proteinurie dvouvybérovy oboustranny t-test.

U 56/74 pacientil (76 %) byla provedena biopsie ledvin, ktera odhalila MCD u 10/56 pacient
(18 %) a FSGS u 42/56 pacientii (75 %). U 4/56 pacientii (7 %) byla odhalena diftzni
mezangialni skleréza. Nefroblastom byl odhalen pfi manifestaci onemocnéni u jednoho
pacienta a u dalSich dvou byl diagnostikovan pozdé¢ji béhem pravidelného ambulantniho
sledovani. VSichni tito tfi pacienti byli klasifikovani jako pfipady Denys-Drashova syndromu.
Extrarenalni symptomy byly odhaleny u 23/74 pacientd (31 %): vrozené srdecni vady (2
pacienti), sten6za plicni tepny (2 pacienti), psychomotoricka retardace (5 pacientil),
hypotyredza (3 pacienti), porucha ristu (4 pacienti), katarakta (2 pacienti), kryptorchismus (2
pacienti), pontocerebelarni hypoplazie (1 pacient), patelarni dysplazie, svalové kontraktury,
svalova hypotonie a hypermobilita kloubl (1 pacient) ¢i anorektalni atrézie (1 pacient). Dalsi

relevantni klinicka data jsou uvedena v Tabulce 8.

60



Tab. 8 Klinické charakteristika pacientli
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1755 Ano | F 7 tydna FSGS CsA-RESI | Ne CKD1 - Ne - Ano 2,2 2123
2030a Ano | F 10 dni Nejsou | Nelécen Kongenitalni onemocnéni srdce ESRD 4,7 Ano Ne Ano 15,2 2000
data
2030b Ano | F 5 dni Nejsou | Nelécen Kongenitalni onemocnéni srdce ESRD 4,2 Ano Ne Ano 18,9 2350
data
2028a Ano F 11 dni Nejsou CsA-RESI | Ne ESRD 13,6 Ano Ne Ano 18,9 1950
data
2028b Ano M 8 dni Nejsou | CsA-RESI | Ne ESRD 6,7 Ano Ne Ano 18,8 1485
data
1992 Ano | M 3 mésice | FSGS CsA-RESI | Psychomotoricka retardace ESRD Nesjou | Ano Ne Ano 18,6 Nejsou
data data
1975 Ano | M S mésict | FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 8,4 Ano Ne Ano 14 437
1973 Ano F 1 rok MCD CsA-PR Ne CKD1 - Ne - Ano 14,8 250
1991 Ano | M 1,5roku | MCD CsA-RESI | Ne CKD3 - Ne - Ano 11,8 290
2014 Ano F 2 roky FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 6,9 Ano Ne Ano 13,5 3180
1988 Ano M 2,3 roku FSGS CsA-RESI Ne CKD4 - Ne - Ano 12,6 420
1985 Ano M 2,5roku | MCD CsA-RESI | Ne CKD1 - Ne - Ano 7,3 Nejsou
data

61




2008 Ano Smésict | Nejsou | CsA-RESI | Nefroblastom, kryptorchismus, Denys-Drashiv syndrom ESRD 7.8 Ano Ne Ano 13,8 720
data
1993 Ano 8 mésici | FSGS Nelécen Nefroblastom, Denys-Drashiiv syndrom ESRD 1,1 Ano Ne Ano 18,3 Anurie
(2x)
2010 Ano 8 mésica | DMS Nelécen Ne ESRD 1,9 Ano Ne Ano 14,8 515
2185 Ano 10 Nejsou | Nelécen Ne CKD2 - Ne - Ano 8 Nejsou
mésicl data meésic | data
i}
2048 Ano 1,6 roku | FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 0 PD - Ne 8 2121
meésic
u
2025 Ano 4,2roku | Nejsou | Nelécen Nefroblastom, kryptorchismus, Denys-Drashtiv syndrom ESRD 0 HD - Ne 1 1374
data
1681 Ano 11,1 FSGS CsA-RESI | Ne CKDl1 - Ne - Ano 5,5 3270
roku
1996 Ano 1,8roku | FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 1,1 Ano Ano | Ano 8,3 400
2002 Ano 3 roky MCD Nejsou Ne ESRD 5 Ano Ne Ano 13,9 20000
data meésict
2015 Ano 3,9roku | FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 1,2 Ano Ne Ano 8,6 6200
2151 Ano 7 let FSGS CsA-PR Ne CKD3 - Ne - Ano 1,3 514
2184a Ano 3 roky FSGS Nejsou Nizky vzrist ESRD 5 HD - Ano 3 1900
data mésict
2184b Ano 3 roky FSGS Nejsou Nizky vzrist CKD2 N Ne - Ano 4,5 400
data meésic
u
1963 Ano 14 let FSGS Nelécen Nejsou data CKD2 - Ne - Ano 1,5 120
2182 Ano 8 meésictt | FSGS Nelécen Ne ESRD 3 tydny | PD - Ano 8 2850
mésic
u
2231 Ano 5 let FSGS CsA-RESI | patelarni dysplazie, svalové kontraktury, svalova hypotonie, | ESRD 12,7 HD - Ano 12,9 680
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hypermobilita kloubti

2026 Ne, 8 mésici | FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 7,5 PD Ano 8,6 1990
VUS

2110 Ne, 1,7roku | FSGS CsA-PR Ne CKD2 - Ne Ano 1 1050
VUS

2206 Ne, 15,1 let Nejsou | CsA-RESI | Ne CKD2 - Ne Ano 4,5 Nejsou
VUS data mesic data

il

1736 Ne, 5,7 let Nejsou | CsA-PR Ne CKD1 - Ne Ano 1,8 210
VUS data

1999 Ne, 1 rok MCD CsA-CR Ne CKD1 - Ne Ano 5,4 1200
VUS

2196 Ne, 10,7 let FSGS CsA-PR Ne CKD1 - Ne Ano 1,9 250
VUS

2024 Ne, 6 let FSGS Nelééen Ne CKD3 - Ne Ne 6,6 200
VUS

1490 Ne, 13,5 let FSGS CsA-PR Nizky vzrist, hypotyredza ESRD 32 PD Ano 5,4 Nejsou
\"ASN data

2033 Ne, 4,7roku | Nejsou | Nelécen Ne CKD1 Nejsou | Ne Ano 6,8 Nejsou
VUuS data data data

2019 Ne, 16,2 let FSGS CsA-CR Hypotyredza CKDI1 - Ne Ano 2,8 230
VUS

2017 Ne, 17 let FSGS CsA-CR Katarakta CKD3 - Ne Ano 1.9 Nejsou
VUS data

2012 Ne, 3,1 roku | FSGS CsA-PR Psychomotoricka retardace No data - Ne Ano 2 Nejsou
VUuS data

1754 Ne, 6 tydnt Neprov | Nelécen Pontocerebelarni hypoplazie CKDI1 - Ne Ne 5 4055
VUS edeno mésic

il

2021 Ne, 8,3 let MCD Nelécen Ne CKDI - Ne Ano 8,6 917

VUS
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2004a Ne, 8 dni DMS Nelécen Stendza plicni tepny ESRD 8 dni HD - Ne 5 Anurie
VUS mésic
i}
2004b Ne, 3 tydny DMS Nelécen Stendza plicni tepny ESRD 2 tydny | HD - Ne 11 25000
VvuUs mésci
2016 Ne, 16 let Nejsou | CsA-RESI | Ne CKD2 - Ne - Ano 2,8 200
VUS data
2027 Ne 3 mésice | DMS CsA-RESI | Ne ESRD 2.4 Ano Ne Ano 52 463
1638 Ne 4 mésice | Neprov | CsA-CR Anorektalni atrézie, solitarni ledvina CKD1 - Ne - Ano 2,9 6800
edeno
1603 Ne 7 mé&sicu | MCD CsA-PR Nejsou data CKD2 - Ne - Ano 4,3 >300
1986 Ne 1,4 roku | MCD CsA-CR Ne CKD2 - Ne - Ano 14,7 Nejsou
data
1982 Ne 1,8roki | MCD CsA-CR Nizky vzrist CKD1 - Ne - Ano 53 6423
1976 Ne 2 roky FSGS CsA-CR Ne Nejsou Nejsou | Ne - Ne 16,7 Nejsou
data data data
1987 Ne 2,2roku | FSGS CsA-PR Ne ESRD Nejsou | Ano Ne Ano 7,8 Nejsou
data data
1497 Ne 2,3roku | FSGS CsA-PR Nizky vzrist CKDI1 - Ne - Ano 11,2 Nejsou
data
1978 Ne 2,5roku | FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 3 Ano Ano | Ano 10,5 720
1602 Ne 2,5roku | Nejsou | Nejsou Nejsou data Nejsou Nejsou | Ne - Nejso | 3,4 Nejsou
data data data data u data data
1998 Ne 2,7roku | FSGS CsA-CR Ne CKD1 - Ne - Ano 8 680
1635 Ne 3,1roku | Nejsou | CsA-RESI | Ne CKDI1 - Ne - Ano 33 Nejsou
data data
2018 Ne 4,5roku | FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 7,5 HD - Ano 12 4011
1705 Ne 4,5roku | FSGS CsA-RESI | Ne CKDl1 - Ne - Ano 2,5 1263
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1984 Ne 5,2 let MCD CsA-PR Ne CKD1 Nejsou | Ne - Ano 7,9 Nejsou
data data
1997 Ne 7,8 let FSGS CsA-CR Ne CKD1 - Ne - Ano 1,9 306
1981 Ne 8 let Nejsou | CsA-PR Ne CKD2 - Ne - Ano 9 Nejsou
data data
1994 Ne 8,3 let FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 2,4 Ano Ne Ano 6,6 2000
1965 Ne 9 let FSGS CsA-RESI | Ne ESRD 3,5 Ano Ano | Ano 8 500
1972 Ne 10 let FSGS Nejsou Nizky vzrust, katarakta CKDI1 - Ne - Ano 9 Nejsou
data data
2000 Ne 11,1 let FSGS CsA-CR Ne CKD1 - Ne - Ano 4,8 210
1979 Ne 11,2 let Nejsou | Nelécen Hypotyreéza CKD1 Nejsou | Ne - Nejso | 5,8 Nejsou
data data u data data
2013 Ne 13,8 let FSGS CsA-RESI | Psychomotoricka retardace CKD2 Nejsou | Ne - Ano 5,2 Nejsou
data data
2034 Ne 14 let FSGS CsA-RESI | Psychomotoricka retardace CKD1 Nejsou | HD - Ano 4,8 270
data
2023 Ne 14 let FSGS CsA-RESI | Psychomotoricka retardace CKD1 - Ne - Ano 6,9 670
1720 Ne 14,5 let FSGS CsA-PR Ne CKDI1 - Ne - Ano 4,5 230
2186 Ne 15,4 let FSGS Nejsou Ne CKD3 - Ne - Ano 10 Nejsou
data mésic | data
u
2091 Ne 16 let FSGS Nelécen Ne CKD1 - Ne - Ano 1 Nejsou
data
1974 Ne Nejsou Nejsou | Nejsou Nejsou data CKD1 Nejsou | Nejso | - Ano 16,2 Nejsou
data data data data u data data

Legenda: VUS = varianta nejasného klinického vyznamu; F = divka; M = chlapec; CsA-RESI = rezistence k cyklosporinu A; CsA-PR = ¢aste¢na remise po cyklosporinu A;
CsA-CR = uplna remise po cyklosporinu A; CKD = stadium chronického onemocnéni ledvin; DMS = difuzni mezangialni skler6za; ESRD = kone¢né stadium onemocnéni
ledvin; PD = peritonealni dialyza; HD = hemodialyza
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Konecné stddium onemocnéni ledvin bylo zaznamenano u 28/74 pacienti (38 %; 18 z nich

s genetickym SRNS). Vyrazné Castéji dospéli do tohoto stadia jedinci s genetickym SRNS

nezli ti s geneticky negativnim nalezem (Obrazek 8).
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Obr. 8 Vyvoj proporce jedinct, kteti dospéli do kone¢ného stddia onemocnéni ledvin (ESRD), zvlast' pro
genetickou a negenetickou formu SRNS. Pomér rizik (HR) = 2,2; Interval spolehlivosti = CI 95% 1,2 —3,8; p =

0,0063

66



10.2 Studie 2 - Analvza vazebné afinity mutantiat WT1 k cilové DNA sekvenci

10.2.1 Vazba WTI proteinti k EGR1 DNA sekvenci

Disocia¢ni konstanty (Kd) métené pomoci mikroskalové termoforézy pro kazdy z testovanych
WTI1 proteini byly automaticky vypocitany z kiivek zavislosti proporce DNA-vazanych
molekul a jejich koncentrace (Obrazek 9). Zatimco 3/8 WTI mutanta (p.Arg439Pro,
p.His450Arg, p.Argd63Ter) mély niz§i vazebnou afinitu oproti wild type WT1 proteinu
(p<0,01 pro vsSechny), dalsi 3/8 WT1 mutanty (p.GIn447Pro, p.Asp469Asn, p.His474Arg)
vykazovaly zvySenou vazebnou afinitu (p<0,01 pro vSechny) a u zbylych 2/8 WT1 mutantd
(p.Cys433Tyr, p.Argd67Trp) byla afinita podobna jako pro wild type WT1 protein. Fenotyp

pacientl nebyl s t€émito zménami DNA-vazebné afinity nikterak asociovan.
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Obr. 9 Kiivky vazebné afinity pro kazdy testovany WT1 protein. Relativni mnozstvi navazanych WT1
proteinti na cilovou EGR1 DNA doménu (osa y) méfené metodou MST. Se zvySujici se koncentraci
proteinu (osa x) dochazi k saturaci vazby. Kfivky posunuté vlevo od wild type proteinu (tmavé modra
kiivka) znaci zvysenou vazebnou afinitu a naopak kfivky vice vpravo znaci snizenou vazebnou afinitu.
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v

p.GIn447Pro snejvyssi vazebnou afinitou vyznamné zvySuji expresi cilového proteinu

ACTNI v porovnani s expresi stimulovanou wild type WT1 proteinem (Obrazek 10).
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Obr. 10 Zména genové exprese promotoru ACTNI zméfend pomoci luciferazové eseje.
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10.2.2 Klinické data pacienti s WT'I variantami

Onemocnéni se u pacientl s W71 variantami typicky manifestovalo v prvnim roce Zivota (78
%, infantilni NS). Pouze u 2/9 pacientd (22 %) se onemocnéni projevilo az v predskolnim
véku. Median manifestace byl 5 mésict (min: 8 dni, max: 4,2 let). NejcastéjSimi symptomy
pii manifestaci byly otoky obliceje a koncetin (56 %), hypertenze (44 %) a hematurie (44 %).
Sest pacienttl (67 %) mélo navic k SRNS dalsi ledvinové nebo jiné pfidruzené projevy:
Denys-Drashtiv syndrom (SRNS s nefroblastomem a piipadné¢ u chlapct navic s poruchou
pohlavniho vyvoje - kryptorchismem) byl ptitomen u 3/9 pacientil (33 %). Dalsi pacient mél
krom& SRNS hypospadii a rozstép skrota. U biamnialnich monochorionickych dvojcat se
vedle SRNS projevila stenoza plicni tepny. Konecné stadium onemocnéni ledvin bylo
zaznamenano u vSech pacientll s W7 variantami s nastupem ve véku od narozeni do 7,8 let
(median: 8 mésict). Mortalita téchto pacientli byla vysoké: pouze 3 jedinci, ktefi se dozili
transplantace, doposud Ziji, ostatnich 6 zemfelo (pfi¢iny umrti a dalsi relevantni klinicka data
jsou uvedena v Tabulce 9). Molekularné genetické vySetfeni odhalilo u téchto 9 pacientd 8
ruznych heterozygotnich exonovych variant v genu WT/. VSechny tyto varianty byly
v literatufe jiz diive popsany jako kauzdlni dle in silico metod (Tabulka 10), avSak bez
ovéfeni funkénimi studiemi. V této studii nebyl nalezen statisticky vyznamny klinicky ¢i
laboratorni prediktor, ktery by odliSoval jedince se SRNS zpiisobenym kauzalni variantou ve
WTI od ostatnich piipadi SRNS zptisobenych kauzalni variantou v jiném genu (otoky p =
1,00; hypertenze p = 0,55; proteinurie p = 0,29).
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Tab. 9 Klinickd data pacientl s variantami v genu W71

= 2 |3 o
QN) 'E % g g = —~ 2
S g = @ 5] 2 = > 8
> g £ : |E |E |2 E g 3 B
9 s = = < s 2 = = = a =
£ . - 2 = | E | E |2 5 2 g & 3
E S .85 E|RE|E g |z £ : 4
g E 2ol 8%t |8 |8 |2 |E |2 |2 = £ 2 £ S
LA 28 =:2| 8 |z |& |5 |5 |2 |¢ o g 3 2 Es
2 | &= 25/ 5E| 28 |E~/ 5 |E |z |2 |¢ 3 E & 2 %3
S | =] % zel 2= 22 |23/ 2 | E |t |§ | £ 2, 2 g g £3
g | £ 2 Sz EEBE S |z [S |z | & < = e = <=
1 F 8 mésict | 40 43 515 21,9 | Ne Ne Ano | Ne Ne DMS Prednison/Cyklofosfamid | 1,9 let Ano Nazivu (nyni ve véku 20 let)
2 F 8 dni 32 13 8 750 22,4 | Ne Ne Ano | Ne Stendza plicni DMS Methylprednisolon/Konze | 8 dni Ne Zemfel z divodu sepse,
tepny rvativni 1é¢ba/Kontinualni multiorganového selhani 5
venovendzni hemodialyza mésici po diagnéze
3 F 3 tydny 32 90 25000 19,0 | Ne Ano | Ano | Ne Stendza plicni DMS Methylprednisolon/Konze | 2 tydny Ne Zemtel z divodu sepse,
tepny rvativni multiorgdnového selhani 11
1é¢ba/PD/Kontinualni mésicti po diagndze
venovendzni hemodialyza
4 F 1,6 let 39 7,5 2121 25,5 | Ano | Ne Ne Ne Ne FSGS Kontinualni venovendzni 1,8 let Ne Zemfel z divodu sepse,
hemodialyza multiorganového selhani 8
mésicli po diagndze
5 F S mésict | 39 90 3211 29,0 | Ne Ano | Ne Ne Ne Neindikovano | Prednison/Konzervativni 8 mésici Ne Zemfel z divodu hypertenzni
1é¢ba/PD krize 15 mésict po diagnoze
6 M | 5Smésica | 42 90 1076 28,0 | Ne Ne Ne Ano | Denys-Drashiv | Neindikovano | HD 7,8 let Ano Nazivu (nyni ve véku 18 let)
syndrom,
kryptorchismus
7 M | 42 let 32 5 1374 27,5 | Ano | Ano | Ano | Ano | Denys-Drashiv | Neindikovano | Kontinualni venovendzni | Pii Ne Zemtel z divodu
syndrom, hemodialyza manifestaci generalizovaného nadoru 1
kryptorchismus rok po diagndze
8 M | 1 tyden 37 9 7961 26,0 | Ano | Ano | Ne Ne Hypospadie, Neindikovano | Konzervativni 1é¢ba Pti Ne Zemtel z divodu
rozstép Sourku manifestaci konzervativni 1é¢by schvalené
rodic¢i 2 tydny po diagndze
9 F 8 mésic | 40 90 736 24,0 | Ano | Ne Ano | Ano | Denys-Drashiv | FSGS Konzervativni 1é¢ba/HD 1,1 let Ano (2x) | NaZivu (nyni ve v€ku 23 let)
syndrom
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Tab. 10 Piehled nalezenych variant v genu W71

)g N - 2
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= ﬁ = s E & ~ = o SR 0 = o S 'g S Nwm = £ S ”
g | z2 <T2 2| Q| < 2% = &S = ES3 | & Sh- =
1 c.1298G>A | p.Cys433Tyr 8 2 LP (PM1, PM2, Bez rs Cisla CM930740 (Clarkson et al., 1993b) Ne Beze 89,4 (7,0) Nesignifikantni | 3,482161e-01
PP2, PP3, PP5) zmény
2,3 | ¢.1316G>C | p.Arg439Pro 8 2 VUS (PM1, PM2, Bez rs ¢isla CM114500 | (Fencletal.,2012) Ne Snizena | 319,0 (72,7) 2,9x 1,248711e-03
PP2, PP3, PP5, BS2 vazebna
— pozitivni otec) afinita
4 c.1340A>C | p.GIn447Pro 8 2 P (PS2,PM1,PM2, | Bezrs déisla CM188109 | (Bezdicka et al., 2018) Ne Zvysena | 24,9 (4,2) 4,4x 3,686159¢-04
PMS5, PP2, PP3) vazebna
afinita
5 c.1349A>G | p.His450Arg 8 2 P (PS2, PM1, PM2, | Bezrs ¢isla CM941408 (Nordenskjold et al., Ne Snizend | 878,5 (164,2) 7,9x 6,735329¢-03
PMS5, PP2, PP3) 1994) vazebna
afinita
6 c.1387C>T | p.Argd63Ter 9 3 P (PVS1, PMI, rs121907909 CM971596 | (Schumacher et al., Predikovany vlivna | Snizena | 323,5(13,3) 2,9x 8,565044e-05
PM2, PP2, PP3, 1997b) sestfih (Xiong et vazebna
PP5) al., 2015) afinita
7 c.1399C>T | p.Argd67Trp 9 3 LP (PM1, PM2, rs121907900 CM910411 (Pelletier et al., 1991b) Snizend vazebna Beze 94,6 (9,8) Nesignifikantni | 8,497590e-02
PP2, PP3, PPS) afinita (Barrera et zmény
al., 2016)
8 c.1405G>A | p.Asp469Asn | 9 3 P (PS2, PM1,PM2, | rs28941778 CM910413 | (Pelletier et al., 1991b) Ne Zvysena | 12,1 (1,7) 9,3x 9,340891e-03
PP2, PP3, PP5) vazebna
afinita
9 c.1421A>G | p.His474Arg 9 3 LP (PM1, PM2, Bez rs Cisla CMO061235 (Mucha et al., 2006) Ne Zvysena | 48,4 (6,0) 2,3x 7,263909¢-03
PP2, PP3, PP5) vazebna
afinita

Legenda: WT1 wild type Kd = 110.9 uM (£ sd = 7.4 uM) LP = pravdépodobn¢ patogenni varianta; P = patogenni varianta; HGMD = oficialni databaze lidskych genovych

variant.
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10.3 Klinické a laboratorni prediktory odpovédi na glukokortikoidni 1é¢bu

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

rozdil v mife proteinurie (Tabulka 11).

Tab. 11
SRNS SSNS p
Otoky 23/40 11/12 0,07
Hypertenze | 11/40 7/12 0,10
Proteinurie | 2905+ 5086 (n=40) | 1388 £918 (n=12) 0,08

Rozdily ve vybranych parametrech mezi jedinci s glukokortikoid-rezistentni a glukokortikoid—senzitivni formou
nefrotického syndromu. Hodnota proteinurie je v mg/mmol, Pro testovani proporci jedinct s otoky a hypertenzi
byl pouzit dvou-populacni propor¢ni test a pro testovani proteinurie dvouvybérovy oboustranny t-test.
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11. Diskuze

Tato prace pomoci kombinace Sangerova ptfimého sekvenovani a NGS panelu zaméfeného na
48 znamych kauzalnich genli odhalila pfi¢inu onemocnéni u 38 % jedinct témét 20 let sbirané
unikatni kohorty ¢eskych a slovenskych déti se SRNS. (Bezdicka et al., 2018). Mezi nejcastéji
zastoupenymi kauzalnimi geny byly kromé i v jinych populacich zaznamenanych NPHS2
(koduje podocin — stavebni kdmen mezibunéénych spoji podocytd) a WTI (koduje
transkrip¢ni faktor WT1 - zasadni reguldtor urogenitalniho vyvoje) také NUP93, ktery koduje
podjednotku transportniho péru jaderné membrany (Braun et al., 2016), a nasi kohortu tak od
ptedchozich do jisté¢ miry odliSuje. V dalsim kroku jsme se zaméfili na odhaleni molekularni
podstaty asociace mezi nalezenymi variantami transkripéniho faktoru W77 a SRNS. Zjistili
jsme, ze proteinové produkty jednotlivych variant WT1 se k cilové DNA sekvenci vazou
s riznou (vyss$i 1 nizsi) afinitou v porovndni s wild type WT1 proteinem. U dvou mutantnich
forem WTI1 s opa¢nym vlivem na DNA-vazebnou afinitu jsme pak pomoci luciferazové eseje
v bunikach HEK293 ovéfili, Ze obé vyznamné zvySovaly expresi cilového genu ACTNI. Mira
proteinurie, pfitomnost otokll ani hypertenze pifi manifestaci onemocnéni se neliSily mezi

jedinci se SRNS a SSNS.

11.1 Diskuze ke studii 1

11.1.1 Vyznam NGS a nejcastéji mutované geny u ¢eskych a slovenskych déti se SRNS

Prestoze je NGS pomérné finan¢né ndkladnd metoda, v nasi studii (panel 48 genil) vychazela
cena za vySetieni jednoho vzorku (pacienta) na cca 6500,-K¢&. Ten samy pocet genl by
v ptipad¢ vyuziti Sangerovy metody pfiSel u jednoho vzorku (pacienta) na cca 81600,-K¢.
Kromé toho by vySetieni a analyza jednoho pacienta Sangerovou metodou trvala cca 192 dni,
zatimco u NGS to bylo jen cca 21 dni. NGS je tak jednoznacné rychlejsi a levnéjsi
alternativou. Vzhledem k vy$s$i chybovosti metody NGS je vSak stdle vhodné vyznamné
nalezy NGS ovéfovat Sangerovou metodou (Bezdicka et al.,, 2018). NaSe kombinace
Sangerova a NGS sekvenovani tak predstavuje snahu o casové 1 finan¢né optimalni

vySetfovaci postup.

Nejcastéji mutovanymi geny v nasi populaci byly NPHS2 (15 %) a WT1 (12 %). Mutace

téchto dvou genil byly nejcastéjsi také v dalSich evropskych studiich zamétenych na vyzkum
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genetickych pii¢in SRNS u déti. Data z narodniho registru Spanélska (Santin et al., 2011),
Velké Britanie (Bierzynska et al., 2017) ¢i Némecka (Biischer et al., 2010) ukazala prevalenci
NPHS2 u 6 — 20 % piipadi a prevalenci WT1 u 2 — 12 % jedincti. Naopak gen NPHS1, ktery
byl v té€chto studiich vétSinou tietim nejcastéji mutovanym genem (zastoupen v 7 — 17,5 %
ptipadl), byl v nasi studii nalezen pouze u jednoho pacienta (1,4 %). V praci ze Saudské
Arébie byla genetickd pficina SRNS odhalena u 51 % ptipadi (Al-Hamed et al., 2013), tedy
vyznamné¢ vice nez v evropskych studiich, ale u vSech ptipadl byl potvrzen ptibuzensky vztah
rodict. V jiné praci mélo pozitivni vysledek genetického vySetfeni SRNS dokonce 62 %
pacientl, jednalo se vSak o mezinarodni studii kongenitalniho NS (Heeringa et al., 2008), tedy
pouze jedinct, kteti se manifestovali nejpozdéji do 3 mésict véku. Z nich 55 % neslo kauzalni
varianty v genu NPHS1. Podobn¢ tomu bylo u studie pacientil s manifestaci SRNS do 1 roku
zivota, ve které se geneticka pti¢ina potvrdila v 66 % (Hinkes et al., 2007). Je tedy ziejmé, ze
podil geneticky potvrzenych piipadi SRNS klesa srostoucim v€kem pifi manifestaci
onemocnéni a pomérné (nebo vyhradni) zastoupeni nejmladsich déti v konkrétni studii mtize
vyznamné ovlivnit nejen procento pozitivnich nalezti ale také pomérné zastoupeni
jednotlivych  kauzalnich genli. V evropskych pomérech zanedbatelnym faktorem
vysvétlujicim rozdilné procento geneticky podminénych ptipadi mezi jednotlivymi studiemi

je pak konsangvinita.

Vyznamnym nalezem nasi studie je pomérn€ vysoky vyskyt mutaci v genu NUP93 (treti
nejCastéji mutovany gen), ktery byl v jinych evropskych studiich raritni pfi¢inou SRNS (5,4
% vs. 0,4 — 0,5 %) (Bierzynska et al., 2017; Braun et al., 2016). Role selektivnich
transportnich portt jaderné membrany (proteinového produktu NUPY3) v patogenezi
onemocnéni byla poprvé popsana u 6 rodin srbského, némeckého a tureckého pivodu, kdy
bylo pomoci funkéni studie prokazano, Ze genetickym vySetfenim detekované varianty
NUP93 vedou k abnormalni struktufe pérd a zpusobuji sniZeni prichodnosti jaderné
membrany pro transkripéni faktor SMAD4, mediator signalni transdukce TGF-B. SMAD4
podporuje prezivani podocytii za neptiznivych podminek extracelularniho prosttedi (Braun et
al., 2016). Snizena koncentrace SMAD4 v jadfe tak muze usnadnit poskozeni podocyti
(Braun et al., 2016; Meng et al., 2012). V dob¢ realizace nasi studie byl kromé vyse
zminénych 6 rodin popsan jiZ jen jeden dalsi pacient (Bierzynska et al., 2017) s mutovanym
NUPY3 v asociaci se SRNS. U vSech naSich Ctyf pacientli byla nalezena patogenni varianta

c.1772G>T (p.Gly591Val), a to bud’ v homozygotnim (1/4 piipadii) nebo ve slozeném
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heterozygotnim stavu s dalsi kauzalni variantou NUP93 (3/4 ptipadl). Zajimavosti je, ze tato
varianta byla v heterozygotni form¢ nalezena u jednoho dals$iho pacienta, u kterého se tim
vSak vzhledem k autozomalné recesivni dédicnosti onemocnéni pfi¢ina nevysvétlila. Nase
nalezy tak podporuji hypotézu o efektu zakladatele v Evropé, tedy rozsifeni ptivodné raritni

genové varianty v populaci (Braun et al., 2016).

11.1.2 Lze klinicky odlisit geneticky a negeneticky SRNS?

Béhem prvnich péti let po manifestaci SRNS dospélo do kone¢ného stadia onemocnéni ledvin
témet 50 % déti s genetickou formou ale jen necelych 25 % déti s negativnim genetickym
nalezem. Podobné tomu bylo 1 v britské studii, kde se jednalo zhruba o 60 %, resp. 20 % déti
(Bierzynska et al., 2017), nebo ve studii némecké (72 % resp. 29 %) (Biischer et al., 2010).
Z téchto vysledkt vyplyva, ze genetickd forma SRNS je spojena s vyznamné vySs$im rizikem
vzniku selhani ledvin nez je tomu u ptipadi SRNS s negativnim genetickym nalezem. Jistym
klinickym prediktorem, ktery mize predpovédét monogenni formu onemocnéni, je veék pfii
manifestaci. V nasi studii byl geneticky SRNS diagnostikovan statisticky vyznamné vice u
déti do jednoho roku véku nez u déti starSich (62 % vs. 29 % pftipadt, p = 0,02). Vékova
zavislost byla popséana i v mezinarodni studii SRNS, kdy nejvyssi zachyt genetickych ptipadi
byl pfi manifestaci onemocnéni do 3 mésicti véku (69,4 %) a mezi 3 a 12 mésici zivota (49,7
%), u pozdéji manifestovanych proporce geneticky pozitivnich jedinc vyznamné klesla (21
%) (Sadowski et al., 2015). Z dostupnych dat se nam nepodafilo nalézt vhodny prediktor,

ktery by odlisil genetickou a negenetickou formu SRNS jiz pfi manifestaci onemocnéni.

11.1.3 Vyznam genetického vySetfeni SRNS v praxi vychazejici ze studie 1

U dvou sourozenci byla identifikovana jiz dfive popsand homozygotni patogenni varianta
c.683A>G (p.Asn228Ser) v genu COQ2 (McCarthy et al., 2013). Gen COQ?2 kdéduje enzym
parahydroxybenzoid-polyprenyl-transferazu, kterd katalyzuje uwvodni kroky biosyntézy
koenzymu Q10 (Acosta et al., 2016). Mutace COQ2 se mohou kromé SRNS projevit jako
encefalomyelopatie, o¢ni atrofie, selhani jater nebo laktatova acidoza (Acosta et al., 2016). U
obou sourozencu byl z bioptického vzorku ledvin histologicky popsén obraz FSGS a u starsi
sestry doSlo k umrti z dlivodu selhani ledvin jesté pred genetickou diagnoézou. Mladsi sestra
zprvu CasteCné zareagovala na podani 1éku prvni volby u SRNS, tj. cyklosporinu A, ale jeji

proteinurie zGstavala stale kolem 500 mg/m?/den (Bezdicka et al., 2020). Na zakladé vysledku
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genetické analyzy a literarnich udaja byl vysazen cyklosporin a zahajena 1écba syntetickym
koenzymem Q10, po ¢emz doslo cca do 2 mésicti k remisi onemocnéni (Bezdicka et al.,
2020). V soucasné dob¢ je divka jiz ptes dva roky v remisi, coz dokazuje dlouhodoby
piiznivy vliv terapie syntetickym koenzymem Q10 u jedinc s mutaci COQZ2 a podtrhuje
klinicky vyznam vySetfovani genetick¢ pfi¢iny SRNS umoziujici indikovat cilenou

individualizovanou 1é¢bu.

11.1.4 Zavéry studie 1

Studie 1 zkoumajici pfinos dvoustupniového cileného molekuldrné genetického vySetieni
longitudinalné sbirané kohorty ¢eskych a slovenskych déti se SRNS ukézala podobny zachyt
kauzalnich variant jako v pfedchozich evropskych studiich, tj. cca u 40 % piipadii. Nejcastéji
mutovanymi geny byly NPHS2 kédujici podocin a WT1 kédujici transkripéni faktor WTI.
Tretim nejcastéji mutovanym genem v nasi populaci byl gen NUP93, jehoz produkt reguluje
transport biomolekul pfes jadernou membranu a je dilezity pro pfezivani podocyti za
nepiiznivych extracelularnich podminek. Kombinace Sangerova piimého sekvenovani a
cileného NGS panelu genii se jevi jako ¢asové i1 finanéné optimalni vySetrovaci postup, ktery
pomaha objasnit genetickou ptfi¢inu SRNS u 4/10 nemocnych déti, predurcit jejich prognozu a
potencionalné téz otevira moznosti k budouci individualizované 1é¢bé ,.8it€é na miru®

konkrétniho pacienta.

11.2 Diskuze ke studii 2

11.2.1 Analyza vazebné afinity mutanti WT1 k cilové DNA sekvenci

Patogenni varianty genu W71 byly druhou nej¢astéjsi pficinou genetického SRNS u ¢eskych a
slovenskych déti. Gen WTI koduje transkripcni faktor WT1, ktery je kliCovy pro vyvoj
urogenitalniho traktu (Stark et al., 1994; Essafi et al., 2011; Lipska et al., 2014). Ptestoze je
jednim z nejcastéjSich pficin SRNS, neni doposud znama molekularni podstata onemocnéni a
neexistuje prace, kterd by se zabyvala tim, jak pfesné jednotlivé kauzalni varianty ovliviiuji
aktivitu pfepisovaného transkripéniho faktoru. Vazba transkripéniho faktoru WT1 skrze 4
jeho zinkové prsty a hledani cilové DNA sekvence bylo zkoumano jiz pted lety, kdy byla
objevena sekvence EGR1 (GCGGGGGCQG) (Stoll et al., 2007; Rauscher et al., 1990). Tato
sekvence je pojmenovana po jiném transkripénim faktoru, ktery méa 3 homologni zinkové

prsty s WT1 proteinem a lze ji nalézt v regula¢nich oblastech mnoha geni, jejichz expresi tak

76



WTI1 tidi (Ullmark et al., 2018; Dong et al., 2015; Kann et al., 2015). Pomoci originalni
funk¢ni studie jsme zjistili, ze mutace v oblasti koédujici druhy a tteti ,,zinkovy prst* proteinu
WTI1, tedy domény umoziujici vazbu na DNA, mély oproti naSemu ocekavani velmi

variabilni vliv na vazebnou afinitu k cilové DNA doméné EGR1.

Tti mutantni formy WT1 (p.Arg439Pro, p.His450Arg, p.Argd63Ter) v nasi studii vykazovaly
snizeni vazebné afinity k cilové DNA. Bylo prokdzano, Zze snizend vazebnéd afinita WTI1
proteinu k cilové DNA vede k redukci faktoru WNT4, ktery se béhem vyvoje ledvin Gcastni
piemény mezenchymalni tkan¢ na tkan epitelialni (Stark et al., 1994; Essafi et al., 2011).
Béhem tohoto procesu dochdzi ke wvzniku ledvinového epitelu a pozdéji nefront
z metanefrického mezenchymu a ureterického pupene (Stark et al., 1994). Exprese WTI1
v metanefrickém mezenchymu vyvojové predchazi expresi WNT4 a gen WNT4 obsahuje
specifické vazebné misto pro WT1 (Essafi et al., 2011). Pfi vyfazeni genu W71 v mySich
embryonélnich ledvinovych mezenchymalnich bunikdch dochazi ke ztrat€¢ exprese WNT4
(Essafi et al., 2011). V jiné studii se u mySich embryi s vyfazenym WTI nevyvinuly ledviny,
gonddy a slezina, a plody odumfely v poloviné biezosti v disledku selhani koronarniho ob&éhu
(Kreidberg et al., 1993). U modelu transgenni dospé&lé mysi se specificky indukovanym
vyfazenim WTI v podocytech skrze doxycyklin se objevila albuminurie, FSGS a rozpad
podocytarnich bunék spojeny se ztratou nefrinu a podocalyxinu, proteini glomerularni
filtracni membrany (Gebeshuber et al., 2013; Chau et al.,, 2011). ZmenSené ledviny
s poskozenim podocytl, porusenym vyvojem glomerularni filtracni membrany a s edémem
perikardia byly pozorovany u embrya dénia pruhovaného, u kterého byl vyfazen ortolog genu
WTI. Pti soucasné injekci W71 mRNA doslo u téchto embryi k fyziologickému vyvoji ledvin,
naopak pii souCasné injekci W71 mRNA obsahujici patogenni variantu bylo postiZeni
podobné jako u embryi s vyfazenym WTI ortologem (Hall et al., 2015). Studie dale potvrdila,
ze linie bun€k HEK293 s patogenni exonovou variantou ve W7l ma sniZzenou expresi
strukturnich podocytarnich proteint nefrinu a synaptopodinu (Hall et al., 2015). VSechny tyto
studie podporuji hypotézu, ze naSe WT1 mutantni formy se sniZenou vazebnou afinitou k
DNA maji velmi pravdépodobné negativni vliv na vyvoj ledvin a jsou tak pficinou

onemocnéni.
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U tii dalSich mutovanych WT1 proteinti (p.Gln447Pro, p.Asp469Asn a p.His474Arg) byla
zjisténa zvysSend vazebna afinita k cilové DNA oproti wild type proteinu. Ze studii je zndmo,
ze injekce mysich myeloblastickych leukemickych bun€k s vlozenym genem WTI do mysi
ukazala snizenou onkogenezi oproti leukemickym buikam bez vlozeného W71 (Smith et al.,
2000). Transkripcni faktor WT1 navic indukoval apoptézu bun¢k primarniho osteosarkomu
skrze aktivaci proapoptotického genu Bak (Loeb, 2006). Na druhou stranu zvySena exprese
WT1 byla pozorovdna u nefroblastomu, rakoviny prsu ¢i tlustého stfeva nebo u akutni
myeloidni leukémie (Ullmark et al., 2018; Koesters et al., 2004). Tyto studie ukazuji, ze WT1
muze byt tumor supresorem nebo onkogenem podle koncentrace, v jaké se v organismu
vyskytuje, nebo podle vlivu okolniho prostiedi. Za normalnich okolnosti je WT1 stézejnim
diferenciaénim pusobkem ledvinovych podocytl, zatimco aktivaéni mutaci zpisobena
zvySena transkripéni aktivita miize naopak vyvolat podocytarni posSkozeni. Bohuzel neexistuje
jedina studie, kterd by zkoumala vliv zvySené exprese WT1 na vyvoj ledvin a podpofila tak

tuto hypotézu.

Luciferdzova esej ukazala, ze mutovand forma WT1 snejnizsi (p.His450Arg) i nejvyssi
(p-Gln447Pro) vazebnou afinitou obé zvySuji genovou expresi ACTNI v porovnani s wild
type WT1 proteinem. Genova transkripce v eukaryotickych organismech je zprostiedkovana
komplexnim RNA polymerdzovym mechanizmem, ktery je fizen kombinatornim navdzanim
vicero (stimulacnich i inhibi¢nich) transkripénich faktort, pficemz se navic uplatiuji i jejich
konformaéni zmény (Reményi et al., 2004; He et al., 2014). SniZeni ani zvySeni vazebné
afinity mutantniho proteinu WTI1 tak nemusi jednozna¢né predikovat konkrétni zménu
v expresi jednotlivych cilovych genl. Vazebnad analyza je tak sice zajimavym poznatkem
z oblasti bazalniho vyzkumu, efekt variant W71 na zménu bunécné funkce bude vSak nutné
testovat pokroc€ilejSimi masivnimi paralelnimi metodami jako je napf. analyza transkriptomu

pomoci sekvenace RNA.

Dva posledni studované mutované proteiny WT1 (p.Cys433Tyr and p.Arg467Trp)
nevykazovaly zddnou signifikantni zménu vazebné afinity oproti wild type proteinu. Obé¢ tyto
varianty byly jiz dfive popsany v asociaci se syndromickym (Denys-Drashiv syndrom) i
izolovanym SRNS (Pelletier et al., 1991b; Clarkson et al., 1993b). Existuji dvé hlavni

izoformy proteinu WT1. Prvni znich je izoforma ,,KTS minus®, kterd je transkripénim

78



faktorem testovanym v této praci (Ullmark et al., 2018). Druha izoforma ,,KTS plus* obsahuje
inzerci lyzinu (K), threoninu (T) a serinu (S) mezi tietim a ¢tvrtym zinkovym prstem proteinu
WTI. Tato inzerce zpusobuje flexibilngjsi konformaci zinkovych prstd, kdy ctvrty zinkovy
prst se hiife vaze k cilové DNA a tim je také snizena vazebna afinita oproti ,,KTS minus*
izoform¢ (Ullmark et al., 2018). Piedpoklada se, ze WT1 ,KTS plus® interaguje s RNA
vazebnymi proteiny a ovliviiuje sestith mRNA nebo jeji stabilitu (Ullmark et al., 2018;
Bharathavikru et al., 2017). Vzhledem k tomu, Ze jsme testovali pouze WT1 ,,KTS minus*
protein, nemuzeme vyloucit, ze stejné mutace WT1 v ,KTS plus®“ izoform¢ neplisobi
epigenetickym ¢i jinym mechanizmem, ktery jsme naSimi analyzami nemohli zachytit.
Dal$im moznym vysvétlenim mize byt interakce transkripéniho faktoru WT1 s kofaktory
(napt. p53, STAT3, BASPI1), které¢ moduluji jeho aktivitu (Ullmark et al., 2018; Toska and
Roberts, 2014). Pokud by vySe uvedené WTI varianty ovlivilovaly vazebné misto pro
kofaktory (a nikoliv vazebné misto pro DNA), mohlo by dojit ke zméné transkripcni aktivity
bez odezvy v afinité k cilové DNA. Pfestoze je SRNS povazovan za monogenni onemocnéni,
mohou existovat varianty nebo polymorfismy WT1 kofaktort, které reguluji transkripéni
aktivitu WT1 proteinu, obdobné jako tomu je u polygennich onemocnéni, napiiklad u

atypického hemolyticko - uremického syndromu (Stolbova et al., 2020).

11.2.2 Lze odlisit SRNS zplsobeny mutacemi W71 od ostatnich monogennich forem?

Izolovand forma SRNS u pacientli s mutovanym WT/ byla v nasi studii zjiSténa pouze u 3/9
pacientll (33 %) a jednalo se vyhradné¢ o divky. Podobné tomu bylo 1 v doposud nejrozsahlejsi
studii jedinct se SRNS zplisobenym patogennimi variantami WT1 genu (17/61 piipadd, tedy
28 %, se prezentovalo jako izolovany SRNS a jednalo se pouze o divky) (Lipska et al., 2014).
Castéji maji jedinci se SRNS zptisobenym mutacemi ve WT! dalsi pFidruzené projevy, napf.
nefroblastom, tumor varlat ¢1 vajenik a poruchy pohlavniho vyvoje. Jedna se o Denys-
Drashiiv syndrom (Roca et al., 2019). Uplna absence funkéniho WTI byla sledovéna u
nékolika typli nefroblastomti, v nichz vzdjemné dochazelo bud’ ke zvySeni nebo snizeni
aktivity faktorti podilejicich se na raném vzniku ledvin (napf. IGF2, Wnt signalizace).
Patogenni varianty genu WTI zplsobujici nefunkénost transkripéniho faktoru by tedy
pravdépodobné mohly byt jednou ze specifickych pficin vzniku tohoto typu tumori u
pacientii se SRNS. Proti této hypotéze vSak hovoii existence vice nez 40 gentl, jejichz defekty
mohou byt dle literatury asociovany se vznikem nefroblastomil ¢i gonadalnich tumori (Treger

et al., 2019). Zmény funkce proteinu WT1 nebo jeho ztrata tedy nelze povazovat za jediny
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specificky mechanizmus vedouci ke vzniku téchto tumori. Pokud se ale zaméfime na geny
asociované se SRNS, tak urogenitdlni tumory nebyly identifikovany u Zadnych jinych
monogennich pfi¢in SRNS a jsou vyhradné asociovany s variantami v genu W71 (Bierzynska
et al., 2017). Transkrip¢ni faktor WT1 reguluje vyvojové faktory DAX1 a SF1 uplatiujici se
pii vzniku varlat a vaje¢nikti (Kim et al., 1999; Wilhelm and Englert, 2002). Vyznamna role
WTI byla experimentalné potvrzena u transgennich mysich embryi s homozygotni patogenni
variantou v genu WTI, u nichz byla pozorovana porucha gonadalniho vyvoje (Kreidberg et
al., 1993). Snizend transkripcni aktivita WT1 tedy mtize vést k porucham vyvoje varlat i
vajecnikil skrze regulaci faktorit DAX1 a SF1. NaSe vysledky a vyse uvedené prace potvrzuji,
ze patogenni varianty WT1 genu jsou krom& SRNS casto asociovany i s dalSimi zdravotnimi

projevy a podtrhuji dilezitou roli WT1 ve vyvoji urogenitalni soustavy.

Zbyli tii pacienti méli kromé SRNS jesté postizeni dalSich tkani (mimo ledviny), konkrétné
dva pacienti méli stenoézu plicni tepny a zbyvajici jedinec mél rozstép skrota s hypospadii.
Stendza plicnice je u pacientli s WT1 nefropatii unikatnim nalezem. Béhem vyvoje srdce
dochazi k vycestovani bun¢k epikardu do myokardu a k jejich pfeméné na kardiovaskularni
progenitorové buiiky, které jsou schopny se diferencovat v buiiky hladkého svalstva korondrni
stény, endotelidlni bunky, perivaskuldrni a srde¢ni intersticidlni fibroblasty nebo
kardiomyocyty (Martinez-Estrada et al., 2010; Thiery et al., 2009). Snail faktor, ktery aktivuje
proces piemény epitelidlni tkané v tkan mezenchymalni, je regulovan transkripénim faktorem
WT1 (Martinez-Estrada et al., 2010). MnozZstvi snail faktoru je v epikardialnich bunkach
s vyfazenym WTI snizeno (Martinez-Estrada et al., 2010). Dalsi studie ukdzala, ze WT1
spole¢né s korepresorem BASP1 brani spusténi opa¢ného procesu (pfeména mezenchymalni
tkan¢ ve tkan epitelialni — proces typicky pro vyvoj ledvin) inhibici aktivatoru WNT4
v epikardialnich bunikach (Essafi et al., 2011; Costantini and Kopan, 2010). Na zaklad¢ téchto
studii se da fici, Ze patogenni varianty ve W71 mohou v ur€ité fazi embryonalniho vyvoje
zpisobit vrozené srde¢ni vady kvili snizenému poctu kardiovaskularnich progenitorovych
bunék. Tteti pacient, u kterého byla diagnostikovana hypospadie a rozstép skrota, zemiel 2
tydny po manifestaci onemocnéni ve véku pouhych 3 tydnti. Lze spekulovat, zda se nejednalo
o dalsi ptipad Denys-Drashova syndromu, nebot nefroblastom (dulezity znak tohoto
syndromu) se miiZze vyvinout i mésice po manifestaci SRNS (Roca et al., 2019). Pii porovnani
SRNS asociovaného s mutacemi ve WTI s ostatnimi monogennimi pfi¢inami SRNS jsme

nenasli statisticky vyznamny rozdil v mife proteinurie, vyskytu otokl ¢i hypertenze v dobé&
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manifestace onemocnéni. Hypertenze se naproti tomu vyskytovala castéji u pacienti
s patogennimi variantami W7/ genu v porovnani s ostatnimi pacienty se SRNS zptisobenym
jinymi geny ve studii autort Lipska et al. (39 % vs. 15,5 %, p < 0,001) (Lipska et al., 2014).
Nas odlisny vysledek mtze byt diisledkem zna¢n€ mensi skupiny pacientl s W71 variantami a
omezenim na studium variant v exonech 8 a 9 (Lipska et al. vySetfovali vSechny exony a

introny WTI).

11.2.3 Zavéry studie 2

Funkéni studie ukazala, ze patogenni varianty v exonech 8 a 9 transkripniho faktoru WT1
maji variabilni vliv na vazebnou afinitu k cilové DNA doméné EGR1. Zaroven jsme zjistili,
Ze zvySena 1 sniZzena vazebna afinita vede ke zvySené expresi cilového genu ACTNI, tedy Ze
smér zmény nemusi piimo korelovat se zménou exprese cilovych genll. Vazebna analyza je
tak sice zajimavym poznatkem z oblasti bazalniho vyzkumu, efekt variant WTI na zménu
bunécné funkce bude vSak nutné testovat pokrocilejSimi masivnimi paralelnimi metodami
jako je napft. analyza transkriptomu pomoci sekvenace RNA. Pacienti s W7/ variantami se dle
avSak castéji je u nich SRNS asociovan s dalSimi ledvinnymi i neledvinnymi projevy.
Kombinace vysledkil experimentalni, klinické ¢asti a poznatki z literatury znaci, Ze WT1 ma
komplexni vliv na urogenitdlni vyvoj a pro pochopeni mechanizmu patogeneze vzniku
onemocnéni je tfeba pokraCovat ve vyzkumu, ktery by pomohl odhalit signalni drdhy

ovlivnéné mutantnimi formami WT1 proteinu.
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11.3 Lze odlisSit SRNS a SSNS pomoci priznaka pii manifestaci onemocnéni?

Pivodnim cilem bylo analyzovat rozdily v transkriptomu podocyti kultivovanych se séry
noveé manifestovanych pacienti se SRNS a SSNS, ale z divodu neoc¢ekavané malého poctu
vzorkd déti se SRNS nebylo mozné tento projekt v€as dokoncit. Proto jsme se rozhodli
otestovat vybrana dostupna klinicka data sesbirand z nasi historické kohorty pacientli. Mira
proteinurie, piitomnost otokli ani vyskyt hypertenze se mezi pacienty se SRNS a SSNS
nelisil. Vyskyt hypertenze se mezi pacienty se SRNS a SSNS statisticky vyznamné nelisil ani
v americké studii porovnavajici klinické rozdily téchto dvou skupin (1/7 SSNS x 6/9 SRNS, p
=0,06) (Shatat et al., 2007). Z dalSich studii vyplyva, ze nejsilnéjSim rizikovym faktorem pro
vyskyt hypertenze u jedincl s NS je pozitivni rodinnd anamnéza (73 — 88 % SSNS pacientl
s historii hypertenze v rodin€) (Keshri et al., 2018; Kontchou et al., 2009). Hypertenzi tak
nelze pokladat za specificky znak NS a nema smysl ho zvazovat jako prediktivni faktor
terapeutické odpovédi na glukokortikoidy. Problematika vyskytu otokli a miry nefrotické
proteinurie u pacientd se SRNS a SSNS a ptipadné rozdily mezi nimi nejsou v literatufe
diskutovany. Limitaci nasi studie je nedostupnost porovndvanych znakti u ¢asti pacientt,
predevsim kvili nejednotnému sbéru dat a absenci zdznaml u nejstarSich pacientd. Prvni
zafazeni pacienti maji Casto neuplnéd a jiz nedohledatelna klinick4 ¢i laboratorni data, coz

snizuje vyznam statistickych analyz.
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12. Zavér

Kombinaci klasického sekvenovani a nasledné cileného NGS panelu genii jsme objasnili
genetickou pficinu u 4/10 ceskych a slovenskych déti se SRNS, jejichz vzorky byly sbirany
po dobu 18 let. Zvoleny dvoukrokovy vySetfovaci postup je casove 1 financné efektivnéjsi nez
pouziti pouze jedné z metod. Podil geneticky potvrzenych ptipadi SRNS klesa s rostoucim
vékem pfi manifestaci onemocnéni a pomérné (nebo vyhradni) zastoupeni nejmladsich déti
v konkrétni studii muaze vyznamné ovlivnit nejen procento pozitivnich nélezii ale také
pomémné zastoupeni jednotlivych kauzalnich gent. Prekvapivym vysledkem byl nalez
v jinych evropskych studiich raritni NUP93, ktery byl tfetim nejcastéji mutovanym genem a
ukazuje na moznost efektu zakladatele. Genetické vySetfeni pomaha mimo jiné ptredurcit
prognoézu onemocnéni a zatim vyjimecné lze na jeho zaklad¢ indikovat cilenou 1écbu.
Z dostupnych dat se ndm nepodafilo nalézt vhodny prediktor, ktery by odlisil genetickou a

negenetickou formu SRNS jiz pii manifestaci onemocnéni.

V nasi originalni funk¢ni studii jsme pozorovali vyznamné zmény v afinité mutantnich forem
WT1 k cilové DNA. Zména vazebné afinity vSak nekorelovala se zménou exprese v cilovém
genu. Vazebna analyza je tedy zajimavym poznatkem z oblasti bazalniho vyzkumu, efekt
variant WT1 na zménu bunécné funkce bude vSak nutné testovat komplexnéji (v porovnani se
zjisStovanim exprese jednoho ¢i nékolika vybranych cilovych genti), napt. pokrocilejSimi
masivnimi paralelnimi metodami jako je analyza transkriptomu pomoci sekvenace RNA.
NaSe vysledky nas tak sméruji k novému cili, kterym je objasnéni patogeneze SRNS u
pacientit s WT'1 variantami pomoci zkoumani jejich vlivu na zmény exprese celych funkénich
signalnich drah. U pacient s W7/ variantami sice nebyl odhalen rozdilny klinicky nebo
extrarendlni projevy tyto pacienty odliSuje a déld z nich velmi zajimavé kandidaty

navazujiciho vyzkumu.

Nepodatilo se nam nalézt klinicky ¢i laboratorni ukazatel, ktery by jiZ pfi manifestaci
onemocnéni pifedpovédél odpovéd na terapii glukokortikoidy. Odhaleni takového ukazatele
by pomohlo volit efektivnéjsi 1€cbu v podobe imunosupresiv ,,druhé volby* a naopak usetiit
vyznamnou ¢ast pacientli zavaznych nezadoucich uc¢inki terapie glukokortikoidy. Cili dalsiho
vyzkumu jsou odhaleni molekularni podstaty onemocnéni, které by otevielo dvete k cilené
individualizované 1é¢bé §ité pacientovi na miru. Jen tak Ize dosdhnout zlepSeni prognozy a

kvality Zivota téchto déti.
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13. Souhrn

Molekularne genetické vySetfeni jedinci se SRNS nam pomohlo odhalit prevalenci
genetického SRNS u cCeskych a slovenskych déti. Z vysledka vyplyva, ze prvnim krokem
genetické analyzy pficin SRNS u ceskych a slovenskych déti by mélo byt klasické
sekvenovani nejcastéji mutovanych gentt NPHS2, WTI1 a NUP93. Druhym krokem je pak
NGS cileny na vSechny ostatni geny asociované se SRNS. Analyza vyzaduje expertni tym se
zkuSenostmi v genetice SRNS. Bohuzel u 6/10 pacientii zGstava ptricina SRNS neznama.
Krom¢ véku nelze z béznych klinickych a laboratornich parametrii zatim urcit, kdo bude mit

geneticky nélez a tedy horsi prognézu onemocnéni.

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

WT1 pro vyvoj vicero organovych systémd.

V soucasné dob¢ neni k dispozici ukazatel, ktery by u déti s NS predpovédel odpoveéd na
terapii glukokortikoidy a uSetfil by tak vyznamnou ¢ast z nich neZzadoucich u¢inkt této 1écby.
Pro zlepSeni péce, progndzy a kvality zivota déti s NS je tfeba dalSi vyzkum cilit pravé na
odhaleni casnych prediktorii rezistence ke glukokortikoidim a na objasnéni molekularni
podstaty onemocnéni. To miiZze pooteviit dvetfe k vyvoji nové specifické 1é€by Sité pacientovi

na miru.
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14. Summary

Molecular genetic analysis of patients with SRNS revealed the prevalence of genetic SRNS in
Czech and Slovak children. Our results showed that the standard genetic examination of
monogenic SRNS should start with the Sanger sequencing of the most causative genes
NPHS2, WT1 and NUP93. The second step shall be NGS targeted to all known genes
associated with SRNS. Despite this effort, unfortunately, 6/10 patients remain unelucidated.
Besides the known association between age and decreasing probability to identify monogenic
cause of SRNS, there is probably no single clinical or laboratory parameter that could predict

whether the patient will have positive genetic testing.

The change in binding affinity of mutated WT1 proteins to the target EGR1 DNA domain
doesn’t necessarily predict the change in selected target gene expression. Other methods such
as massive paralel RNA sequencing may be needed to elucidate the effect of WT1 mutants on
the function of the podocytes. Patients with SRNS caused by pathogenic variants of W71
often suffer from other renal and extrarenal health issues, which proves the significance of

WTT1 in the development of multiple organs.

There is currently no validated measure or parameter that could predict the response to
standard initial few-weeks-long glucocorticoid treatment in children with nephrotic syndrome
and prevent them from serious adverse effects of the treatment. It is necessary to continue to
search for a predictor of glucocorticoid treatment resistance and to reveal the molecular
mechanism of the disease to improve patient care, prognosis and their quality of life. If
successful, it may potentialy open up for a new strategies allowing for disease-specific

individualised treatment.
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