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1. Wstep

1.1 Choroby uwar unkowane genetycznie

Choroby genetyczne okreslane sa mianem zespotéw objawdéw obserwowanych w
wyniku zmian w DNA pacjenta (1). Istnige kilka kryteriow charakteryzujacych choroby
genetyczne, w zaleznosci od lokalizacji zmiany - choroby autosomalne lub sprzezone z ptcia,
knsekwencji mutacji - choroby dominujace i recesywne oraz ztozonosci mechanizmu —
choroby jedno- i wielogenowe. Osobna grupa chordb wywotana jest obecnoscia abberacii
chromosomowych.

Jednogenowe choroby genetyczne, ktorych czestos¢ wynos 2,5% populagji (2),
cechuje niemal catkowita korelacja pojedynczej mutacji ze zmienionym fenotypem, co
Sprawia, ze testy genetyczne moga stuzy¢ diagnostyce prenatalng oraz prognozowaniu.
Wyréznia si¢ choroby jednogenowe recesywne z silna relacja genotyp-fenotyp, w ktorych
fenotyp jest zalezny niemal wyltacznie od wystapienia przyczynowel mutacji w danym genie.
Tego typu choroby ujawniaja si¢ zwykle w okresie prenatalnym. W latach 80. XX wieku w
wyniku badan opartych o technikg RFLP (ang. restriction fragment length polymorphism,
polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych) (3, 4), oraz markeréw mikrosatelitarnych
(5), powstaty pierwsze mapy sprzegzenia genetycznego otwierajac tym samym nowy kierunek
badan diagnostycznych. Dzigki zastosowanym testom genetycznym mozliwe stato Sig
wczesne wykrywanie takich chordb jak mukowiscydoza (6).

Odrebna grupe stanowia choroby wielogenowe, w ktorych relacja genotyp-fenotyp jest
znacznie stabsza, a czynnik genetyczny odpowiada jedynie za predyspozycje do wystapienia
choroby (7). Objawy chordb wielogenowych wystepuja zwykle w wieku dorostym, a ich
Cz¢stosé jest duzo wigksza niz choréb jednogenowych, cho¢ ze wzgledu na udziat licznych
gendw, efekt fenotypowy jest wysoce podatny na zmiany przez czynniki srodowiskowe (8).
Nieustannie trwaja badania nad identyfikacja kolejnych czynnikdw genetycznych
warunkujacych rozwdj chordb wielogenowych. Badacze wykorzystuja w tym celu liczne
hipotezy, takie jak ‘czgsta choroba / czgsty wariant’ (ang. common diseaese / common
variant, CD/CV) (9). Ze wzgledu na skomplikowane relacje migdzy licznymi genami oraz
dodatkowy wptyw czynnikdw srodowiskowych, badania genetyczne takich jednostek

chorobowych sa znacznie utrudnione, wymagaja analizy nie pojedynczych, lecz licznych
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gendw. Co wigcej, poznanie podtoza genetycznego ztozonych choréb nie ogranicza si¢ do
analizy podstawowych genéw powiazanych z objawami choroby. Niejednokrotnie niezbedne
jest badanie licznych gendw regulujacych procesy z pozoru nie powiazane z procesem
chorobowym. Trafny dobor gendw jest niezwykle istoty, poniewaz identyfikacja kolejnych
mutacji ujawnia kolejne podtypy choroby charakteryzujace si¢ wspotwystepowaniem
okreslonych zmian w DNA, co opisano w przypadku wielotorbielowatosci nerek (ang.
polycystic kidney disease, PKD) (10).

Jak wspomniano, choroby uwarunkowane genetycznie podzielono na jedno- i
wielogenowe, jednak w miar¢ rozwoju genetyki medycznej, granica ta stopniowo zanika
Przyczyna takig sytuacji sa choroby, w ktdrych u jednych pacjentow wystepuje pojedyncza
mutacja, u innych za$é kombinacja zmian w kilku genach. Trudno zatem okresli¢
przynaleznosé takich chordb do jedne) ze wspomnianych grup. Druga przyczyna jest zjawisko
efektu modyfikacji genu, kiedy dodatkowa mutacja wystgpujaca w innym genie powoduje
zmiang fenotypu chorobowego na tagodniejszy lub wrecz przeciwnie, niezwykle trudny w

leczeniu. Przyktadem sa mutacje w NPHP6 u pacjentdéw z nefronoftyza (11).

1.2. Ztozonos¢ genomu ludzkiego i typy zmian w sekwencji DNA

Analiza podioza genetycznego danegj choroby wymaga szczegGtowego poznania
genomu, jego zmiennosci oraz konsekwencji jakie niosa za soba obserwowane cechy
materialu  genetycznego. Szerokim pojeciem obgmujacym elementy réznicujace
przedstawicieli jednego gatunku s3 warianty genomowe. Rearanzacje genomowe moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju choréb mendlowskich oraz nieistotnych z klinicznego punktu
widzenia polimorfizméw. Warianty, ktére moga przyczynia¢ si¢ do zmiany fenotypu w
kierunku chordb genetycznych okreslane sq jako zaburzenia genomowe (12).

Zaburzenia genomowe wystepuja zwykle z podobna czgstoscia, jednakze odnotowano
przypadki, ktérych czestotliwos¢ zalezy od badanej populacji (13).

Podstawowe elementy wptywajace na dystrybucje wariantow w genomie obgmuja
mutacje, selekcje, dryf genetyczny, rekombinacje, migracje oraz demografi¢ populacji (14).

Réznorodnos¢ fenotypowa ludzi jest bezposrednia konsekwencja zréznicowania
genetycznego w potaczeniu z czynnikami srodowiskowymi i behawioralnymi. Warianty
genetyczne klasyfikowane s3 wedtug dwoéch podstawowych kryteriow: sktadu genetycznego

oraz ich czestosci wystgpowania w populacji. W zaleznosci od sktadu genetycznego wsrod
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polimorfizméw wyrdznia si¢ warianty w sekwencji oraz warianty strukturalne. Warianty w
sekwencji obeimuja zmiany od pojedynczego nukleotydu do tysiaca par zasad (15) w
przypadku insercji lub delecji. Wigksze insercje i delecje, wraz z duplikacjami, inwersjami i
translokacjami okreslane sa mianem wariantow strukturalnych i dotycza obszaru w zakresie
od tysiaca par zasad do 5 milionéw par zasad (16). Warianty strukturalne dotycza puli okoto
22% réznorodnosci genomu u ludzi (17).

Inny podzial wariantow genetycznych uwzglednia ich czestos¢ wystgpowania w
populacji, warianty rozpowszechnione wystepuja z czestoscia wigksza niz 5% badang
populagji, a warianty rzadkie nie przekraczaja progu 5%. Polimorfizm jest okreslany jako
wariant wystepujacy z czgstoscia nie mniejsza niz 1% popul acji.

Genomowe rearanzacje obejmuja zmiany mutacyjne typu duplikacji, delecji, insercji,
inwersji oraz translokacji (18). Rearanzacje takie moga uwzglednia¢ polimorfizmy neutralne
dla funkcji genu, ale moga powodowac rowniez zmiany fenotypowe poprzez réznorodne
mechanizmy, takie jak zmiana liczby kopii, zaktGcenia gendw, czy tworzenie gendw
fuzyjnych (18). Wszelkie konsekwencje fenotypowe spowodowane wystapieniem rearanzacji
genomowych okreslane sa zbiorczo terminem zaburzen genomowych (19).

Najczgsciej termin rearanzacji genomowe odnos sig¢ do znaczacych zmian w obrgbie
DNA, ktore obegjmuja segmenty liczace tysiace, a nawet miliony par zasad. Nigjednokrotnie
rearanzacje dotycza catych grup funkcjonalnych genéw. Monogenowe mutacje punktowe
zazwyczaj odzwierciedlaja btedy w replikacji lub naprawie DNA (20), podczas gdy obszerne
rearanzacjie genomowe sa zwykle wynikiem innych mechanizméw posredniczacych lub
stymulowanych przez cechy struktury genomu (18).

Wsréd wspomnianych wariantéw strukturalnych wyréznia sig typ nie wptywajacy na
dawke genu, generowany w wyniku inwersji lub zréwnowazonych translokacji. Drugi typ jest
zwigzany z dawka genu i obgmuje szeroko badane w ostatnich latach, polimorfizmy
zroznicowania liczby kopii (ang. copy number variation, CNV) (21). Istnieje szereg procesow
takich jak: duplikacje, triplikacje i translokacje, ktére moga prowadzi¢ do powstania CNV.

Ukonczony projekt sekwencjonowania ludzkiego genomu dostarczyt wielu ciekawych
informacji natemat sktadu ludzkiego DNA (22). Okreslono, ze okoto 5% sekwencji genomu
wystepuje w co ngimnigj dwdch kopiach (23). Grupe sekwencji liczacych powyzej tysiaca par
zasad i identycznych w co najmniej 90% okreslono jako powtorzenia matej liczby kopii (ang.
low-copy repeats, LCR) lub duplikacje segmentalne.

Kolgna klasa rearanzacji genomu sa ztozone rearanzacje chromosomow (ang.

complex chromosomal rearrangenemts, CCR), ktore dotycza strukturalne rearanzacji genomu
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obgmujacych co najmnig trzy cytogenetycznie widoczne punkty ztaman (ang. breakpoint)
oraz wymiang materiatu genetycznego migdzy dwoma lub wigcej chromosomami (24).
Obecnos¢ CCR zostata powiazana z poronieniami u kobiet, czy nieptodnoscia u mezczyzn
(25, 26).

Ostatnia dekada przyczynita si¢ do odkrycia kolejnej grupy wariantbw w DNA -
czestych ztozonych genomowych rearanzacji (ang. complex genomic rearrangements, CGR),
ktorych mechanizm powstawania jest ztozony i nie zostal w petni poznany (27). Ze wzgledu
na swoja ztozona budoweg, zmiany CGR przez iele lat pozostaty niezauwazobe. Prostsze
techniki wykorzystywane w nieodlegtej przeszlosci do analizy genomu, nie byty w stanie

poprawnie zlokalizowa¢ ani opisa¢c wariantow CGR.

1.2.1. Mechanizmy powstawania zmian w sekwengcji w ludzkim genomie

Wiedza na temat mechanizmbéw powstawania rearanzacji genomu pozwala na
poznanie przyczyn zmienionych fenotypdw u pacjentéw chorujacych na szereg prostych oraz
zZtozonych choréb genetycznych. Zaproponowane zostaty trzy podstawowe mechanizmy
powstawania przeksztatlcen genomowych: nie-alleliczna homologiczna rekombinacja (ang.
non-allelic homologous recombination, NAHR), nie-homologiczne taczenie koncéw (ang.
non-homologous end-joining, NHEJ) oraz modeli blokowania widetek i przetaczania matrycy
(ang. fork stalling and template switching, FoSTeS) (28).

Proces NAHR wymaga obecnosci w DNA segmentow o niemal identycznej sekwencji
w obrgbie LCR (29). Wigkszos¢ powtdrzonych przeksztatcen powstaje w wyniku zajscia
NAHR migdzy dwoma LCR (30), ktérych podobienstwo sekwencji sigga 95% (31). NAHR
moze skutkowa¢ zarowno duplikacja, delecja, jak i inwergja fragmentu, ktory otaczaja (20),
co ma istotne konsekwencje, gdy odwrocony segment zawiera geny. Moze wéwczas dojsé
do catkowitej utraty funkcji genu lub jego skrécenia. Zjawisko NAHR moze zchodzi¢
podczas mejozy oraz mitozy.

Drugim mechanizmem powstawania rearanzacji genomowych jest NHEJ, proces,
ktéry w komorkach eukariotycznych jest jednym z podstawowych narzadzi naprawy
dwuniciowych peknig¢ DNA (ang. double strand break, DSB) (32) powstatych w wyniku
rekombinacji oraz wywotanych przez czynniki patologiczne takie jak promieniowanie
jonizujace. W przeciwienstwie do NAHR, mechanizm NHEJ nie wymaga obecnosci w DNA
sekwencji homologicznych (33). Proces NHEJ generuje delecje oraz duplikacje (34).
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Trzecim mechanizmem generujacym rearanzacje w genomie jest powiazany z
replikacja DNA, model blokowania widetek i przetaczania matrycy — FoSTeS. Do jego
odkrycia przyczynit si¢ znaczacy postep w dziedzinie technik molekularnych, ktéry umozliwit
badanie ztozonych przeksztalcen genomowych (35). Wczesniej opisane NAHR i NHEJ w
klarowny sposob ttumacza powstanie prostych przeksztatcen, jednak w przypadku zmian
ztozonych, wiasciwym modelem jest FoSTeS (36). Mechanizm dziata podczas replikacji
DNA (35) i wynika z bteddéw podczas tego procesu. Model FoSTeS ttumaczy powstawanie
ztozonych przeksztatcen genomowych i chromosomowych (37).

Oprocz opisanych trzech mechanizméw generujacych zmiennos¢ migdzyosobnicza
genomu, warianty moga powstawa¢ w wyniku retrotranspozycji z udziaglem mRNA. W
wyniku retrotranspozycji moga powstawaé mate warianty strukturane (38). Mimo, ze
retrotrangpozycja nie jest odpowiedzialna za znaczaca grupe wariantow strukturalnych, to

zmiany powstate z jej udziatem maja istotne znaczenie dla funkcjonowania genomu.

1.2.2. Rola zmian w sekwencji w diagnostyce oraz terapii

Identyfikacja gendéw odpowiedzialnych za zaburzenia genetyczne oraz opisanie
mutacji wptywajacych na mechanizm patogenezy pozwolity na opisanie licznych chordb.
Pierwotne hipotezy zakladsjace zaleznos¢ jeden gen — jedna choroba, sa obecnie
modyfikowane w kierunku sieci oddziatywan (39).

Badania chordb genetycznych nie maja na celu jedynie identyfikacji zaburzen
skorelowanych ze zmienionym fenotypem, ae takze prObg wyjasnienia mechanizmu
molekularnego patogenezy. Z tego wzgledu szczegétowym analizom podlegaja komponenty
catych szlakdw sygnalizacyjnych powiazanych z choroba genetyczna. Zidentyfikowane w ten
sposob markery molekularne nie tylko moga stanowié¢ element testéw diagnostycznych, ale
przede wszystkim wykorzystywane sa do opracowywania terapii.

Tradycyjne techniki molekularne oparte 0 metodg sekwencjonowania Sa wysoce
informatywne, jednak czasochtonne. W odpowiedzi na zapotrzebowanie, opracowano
znacznie szybsze zautomatyzowane metody, takie jak elektroforeza kapilarna (ang. capillary
electrophoresis, CE) (40) oraz macierze DNA, ktore pozwalgja na jednoczesna analizg setek
tysiecy indywidualnie wybranych loci genowych. Macierze DNA wykorzystywane sa do
genotypowania i identyfikacji genéw, analizy mutacji, polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphisms, SNP), detekcji zaburzen

chromosomowych oraz szeroko pojetych modyfikacji potranslacyjnych (41).
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Postgp jaki dokonal si¢ w dziedzinie diagnostyki pozwolit na wprowadzenie do
powszechnego uzycia badan genetycznych, ktérych wyniki moga potwierdzi¢ zaburzenie
genetyczne lub okresli¢c szansg rozwoju dangj choroby. Wyrdznia si¢ dwa typy testow
genetycznych: diagnostyczno-prognostyczne oraz testy dla celow farmakogenomiki (42). W
pierwszym przypadku test ma nacelu identyfikacj¢ przyczynowych mutacji genetycznych lub
polimorfizméw podatnosci na zachorowanie, z kolei testy farmakogenomiczne ujawniaja
cechy DNA oraz RNA powiazane z odpowiedzia na leki.

Cechy kwasdw nukleinowych badane poprzez testy genetyczne uwzgledniaja zmiany
takie jak SNP, krotkie sekwencje powtdrzone, insercje, delecje. W przypadku chordb
zZtozonych nalezy dokona¢ szczegotowej analizy licznych polimorfizméw w sekwencji genu
oraz jego rejonach regulatorowych w celu uchwycenia ewentuanej asocjacji z zaburzeniem
genetycznym. Ten etap badan wymaga weryfikacji w roznych populacjach, gdyz
niejednokrotnie istotne polimorfizmy sa populacyjno-specyficzne.

Badania molekularne pozwalaja obecnie na poznanie mechanizméw powstawania
zmian w DNA, co przyczynia si¢ do rozwoju terapii. U pacjentow chorujacych na
mukowiscydoze opracowano nowoczesna terapie modyfikujaca zmiany wywotane defektem
genetycznym (43). Innym przyktadem jest wykorzystanie antysensownego oligonukleotydu u
pacjentdbw chorujacych na dystrofie migsniowa Duchenne’a i posiadajacych mutacje
punktowa prowadzaca do STOP kodonu i wczesniejszej terminacji wydtuzania tancucha
biatkowego (44). Terapeutyczna czasteczka pozwaa na ominigcie kodonu STOP podczas
splicingu genu dystrofiny, dzigki czemu powstaje skrocone biatko pozbawione mutagji i
zdolne do czgsciowego petnienia funkcji w komorce (44).

Wiedza na temat mutacji w DNA oraz mechanizméw ich powstawania stuzy zatem
rozwojowi diagnostyki oraz terapii, dzigki czemu szanse pacjentéw na odzyskanie zdrowia sa

znacznie wieksze.

1.2.3. Badania struktury gendéw na bazie polimorfizméw SNP

Liczne badania nad réznorodnoscia genetyczna koncentrowaty si¢ na charakterystyce
ponad 10 milionéw polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (45), poniewaz stanowia one
okoto 78% zmiennosci ludzkiego genomu. SNP rozprzestrzenione sa w catym genomie (46),
powstaja w wyniku mutagji, ktére sa selektywnie utrwalane w populacjach, a ich czgstosci
zadeza od czasu jaki uptynal od powstania mutacji, pregi ewolucyjnej oraz losowego dryfu

genetycznego. Niezwykle istotna cecha SNP jest silne powiazanie czgstosci aldi z badana
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populacja, w literaturze opisano wiele wariantow SNP wystepujacych tylko w wybrang
populagji (46).

W miar¢ postgpu genomiki i prowadzenia badan nad rola SNP wyselekcjonowano
istotne polimorfizmy, ktére moga stanowi¢ zaréwno element ochronny, jak i czynnik
podatnosci na zachorowanie.

W literaturze opisano szereg metod asocjacji SNP z chorobami (47, 48, 49), wigkszos¢
polega na identyfikacji genotypdéw i haplotypow powiazanych ze stanem chorobowym.
Podstawa identyfikacji jest istotna roznica czestosci aleli danego polimorfizmu miedzy
pacjentami i grupa kontrolna, w ktérej nie wystepuja cechy choroby (50).

Prowadzenie badan nad podtozem genetycznym choréb moze przybierac rézne formy,
poczawszy od poszukiwania mutacji przyczynowych, a skonczywszy na badaniu podatnosci
na zachorowanie w oparciu o znane polimorfizmy. Wykorzystanie informacji o SNP wiaze si¢
z wykorzystaniem pewnych obliczen statystycznych majacych na celu opisanie struktury genu
(48). Pierwszym etapem jest analiza wybranych polimorfizméw w danym genie, a nastepnie
wykorzystanie otrzymanych genotypéw do wskazania elementow dziedziczonych wspdlinie,
CO jest zwiazane ze zjawiskiem sprzgzenia genetycznego. Wykazano, ze SNP zlokalizowane
w sekwencji genu czesto 3 dziedziczone wspdlnie, czyli  kosegreguja. Wzory
wspotdziedziczenia grup polimorfizméw s3 charakterystyczne dla populacji oraz, w
szczegblnych przypadkach, dla pacjentéw z chorobami genetycznymi. Struktura genu moze
zatem, obok analizy mutacji, stanowi¢ podstawe do okreslenia podatnosci na zachorowanie na
zlozona chorobeg genetyczna.

Mimo setek projektow badawczych, analiza chor6b wielogenowych i proby
wyjasnienia ich patogenezy w oparciu 0 SNP wciaz stanowia odlegty cel. Jednak ostatnia
dekada stanowita kamien milowy w badaniach sprzgzen genetycznych, a zdobyta wiedza
pozwala planowa¢ eksperymenty majace na celu bardziej kompleksowa analiz¢ chordb

genetycznych, uwzglednajaca cate grupy gendw, anie jedynie ich fragmenty.

1.2.4. Haplotyp

W praktyce termin haplotyp najczgsciej odnos si¢ do silnie sprzgzonych genetycznie
loci, w szczegolnosci do wariantow genomowych jakimi sa polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu. SNP zlokalizowane w bliskim sasiedztwie wykazuja bowiem siing tendencje do
wspllnego dziedziczenia, co okresla si¢ mianem niezréwnowazenia sprzezen (ang. linkage

disequilibrium, LD) (51). LD jest miara wspotwystepowaniaw populacji okreslonego alelu w
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danym locus z innym okreslonym allelem w drugim okreslonym locus genowym z czgstoscia
wigksza niz dla dwoch losowo wybranych loci w genomie. Wysokie LD oznacza, ze
polimorfizmy SNP sa niemal zawsze dziedziczone wspélnie, zatem informacja o wariancie
pierwszego SNP u danej osoby pozwala z wysokim prawdopodobienstwem przewidzie¢ alel
posiadany w drugim SNP na tym samym chromosomie. Istnieje kilka testow matematycznych
bedacych miara LD, naleza do nich D, DO oraz R?, natomiast ich wartos¢ zalezy od czestosci
alleli par polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (52). Test D okresla kowariancje dwaéch
binarnych losowych zmiennych wyrazonych jako haploidalne genotypy, zaé R? jest
kwadratem wspoétczynnika korelacji. Najbardziej przydatnym testem jest pochodna korelacji
R? ktéra interpretowana jest jako stosunek zmiennosci w jednym SNP w odniesieniu do
drugiego lub stosunek obserwacji, kiedy dwa okreslone pary ich alleli wystepuja wspolnie.
Struktura gendw w postaci wzoru blokéw haplotypowych na bazie LD obeimuje wigkszosé
ludzkiego genomu (53).

W przypadku haplotypéw, polimorfizmy SNP sa wspdlnie dziedziczone, a zatem
okreslenie haplotypu pozwala na ograniczenie analizy genetyczne do wybranych kluczowych
SNP okreslanych jako znacznikowe (ang. tag SNP) (54). Podatnos¢ na zachorowanie
okreslana jest nie przez pojedyncze SNP, de ich zbiory, zatem okreslenie haplotypow i ich
pozniejsza analiza pozwala na szybsze i bardziej szczegotowe okreslenie wptywu wariantéw
w danym genie na zmiang fenotypu. Jezeli mutacja powodujaca chorobg genetyczna powstaje
w danym haplotypie, jest ona przekazywana kolejnym pokoleniom w populacji, poniewaz
struktura haplotypu nie pozwala na jego zaburzenie (55). W przypadku chordb
jednogenowych, haplotypy sa duzo istotniejsze niz pojedyncze SNP w okreslaniu podatnosci
na zachorowanie. W przypadku choréb wielogenowych efekt danego haplotypu nie jest
wyrazny i trudniej go zidentyfikowa¢ (56). Zdobycie niezbednej wiedzy natemat haplotypow
w ludzkim genomie zostalo znacznie utatwione dzigki migdzynarodowemu projektowi

HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/) (57), ktéry powstat w celu stworzenia publicznej

bazy danych calego genomu ludzkiego, obejmujace powszechne sekwencje zmiennosci

wykorzystywane w badaniach genetycznych (58).
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1.3. ZespOt ner czycowy u dzieci

1.3.1. Epidemiologia zespotu nerczycowego u dzieci

Zespét nerczycowy (ang. nephrotic syndrome, NS) jest najczestsza przyczyna
biatkomoczu u dzieci i charakteryzuje si¢ intensywna utrata biatka z moczem przekraczajaca
50 mg/ kg masy ciata/ dobg, ktérg nastgpstwem s3 obrzeki (retencja wody w ustroju),
hipoalbuminemia, hipercholesterolemia oraz zaburzenia krzepnigcia krwi. Roczne
wystepowanie NS szacuje si¢ od 2 do 7 nowych zachorowan na 100 000 dzieci (59). NS
czgscigl wystepuje u chtopcow niz u dziewczat (w stosunku 2:1) szczegblnie w wieku
przedszkolnym.

Doniesienia w literaturze wskazuja, ze czgstos¢ oraz obraz histologiczny NS sa

zroznicowane w zaleznosci od rejonu geograficznego oraz etnicznego pochodzenia (60).

1.3.2. Etiopatogeneza zespotu nerczycowego

Mimo znacznego postgpu W leczeniu zespotu nerczycowego, Wciaz nie zostat poznany
mechanizm patogenezy. W literaturze opisywane sa liczne hipotezy podejmujace probg
wyjasnienia hiperfiltracji kigbuszka nerkowego. Jeden z najbardziel prawdopodobnych
modeli dotyczy podtoza immunologicznego. W rozwoju NS opisano defekt odpowiedzi
komorkowsj, zaburzona funkcje limfocytéw T oraz wptyw interleukin i/lub ich receptoréw
(61). Udziat podocytow w procesach immunologicznych jest zwiazany z obecnoscia naich
powierzchni C3bR. Aktywacja dopetniacza odgrywa gtéwna rol¢ w patogenezie wielu postaci
kicbuszkowego zapalenia nerek (KZN), prowadzi do uszkodzenia tkanek za posrednictwem
réznych mechanizméw, w tym przez wptyw na wytwarzanie czynnikdw chemotaktycznych i
aktywacje komorek kiebuszka (62). Potwierdzeniem tych obserwacji jest pozytywna reakcja
pacjentbw z biatkomoczem na glikokortykosteroidy (GK), jak roéwniez zahamowanie
odpowiedzi komorkowej pod wptywem infekcji np. wirusem odry, a takze podatnosci na
infekcje pneumokokami oraz innymi bakteriami (63). Ponadto, za czynnik prowadzacy do
zwigkszonej filtracji bariery kigbuszka nerkowego uwaza sig hipotetyczna cytoking
pochodzaca z limfocytow T (tzw. permeability factor, PF), ktora uszkadza btong podstawvna
i/lub zmienia jej tadunek elektryczny. Rolatej cytokiny zostata potwierdzona w przypadkach
nawrotu NS w nerce przeszczepionej u pacjentdw z pierwotna ogniskowa segmentalna

sklerotyzacja kigbuszkow (ang. focd segmental glomerulosclerosis, FSGS).
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Przez wiele lat uwazano, ze utrata tadunku ujemnego przez btong podstawna
uniemozliwia odpychanie czasteczek biatka i dlatego przechodza one do przestrzeni
pozanaczyniowej. Hipoteza o zaburzonym wytwarzaniu sSiarczanu heparanu byta
przedmiotem dociekan wielu badaczy (64).

Wedtug Kriza i wsp., jedna z istotnych przyczyn uszkodzenia podocytow moze by¢
zwiekszone cisnienie wewnatrzwtosniczkowe i mechaniczne przeciazenie tych komérek oraz
odczepienie wypustek stopowatych podocytow od btony podstawnej (65). W ten sposob
reakcja komodrkowa na odczepienie podocytow stanowi wstgp do wytworzenia zmian
sklerotycznych w kigbuszku (66). W nastgpstwie dochodzi do aktywacji immunologicznie
czynnych limfocytéw T.

Czes¢ powyzszych teorii jest nadal weryfikowana. Oprécz reakcji immunologicznych,
na rozwdj zespotu nerczycowego moga wplywaé takze zmiany na poziomie DNA. Cho¢
zaburzenia kigbuszkowej bariery filtracyjngy byly powiazane z patofizjologia zespotu
nerczycowego od ponad 40 lat, dopiero ostatnie dziesigciolecie i badania genetyczne

pozwolity naidentyfikacje nowych gendw oraz ich produktow istotnych dlarozwoju NS (67).

1.3.3. Idiopatyczny zesp6t nerczycowy

Idiopatyczny zespdt nerczycowy (ang. idiopathic nephrotic syndrome, INS) dotyczy
pacjentéw, u ktorych nie okreslono doktadnie przyczyny wystapienia choroby, natomiast
pierwszy rzut wystapit w wieku przedszkolnym (migdzy 2, a 10 rokiem zycid). INS ujawnia
si¢ zwykle po 18 miesiacu zycia, atylko sporadycznie w pierwszych tygodniach jako nefroza
wrodzona. ldiopatyczny wrodzony NS wystepuje sporadycznie.  Odnotowano rowniez
przypadki rodzinnego wystgpowania INS.

Zastosowanie glikokortykoseroidow w INS w ok. 90 % przynosi remisje kliniczng i
biochemiczna NS tj. ustapienie obrzgkdw, biatkomoczu (w dobowej zbidrce moczu < 150 mg)
oraz normalizacjg proteinemii i cholesterolemii w surowicy krwi. Taki przebieg NS okresla
Sig jako steroidowrazliwy NS (ang. steroidosensitive nephrotic syndrome, SSNS), natomiast
w biopgi nerki mozna si¢ spodziewa¢ obecnosci zmian minimalnych (ang. minimal change
disease, MCD) (68). Z kolei brak reakcji na GK po 8 tygodniach leczenia wskazuje na
steroidooporny NS (ang. steroidoresistant nephrotic syndrome, SRNS), ktory jest wskazaniem
do wykonania biopsi nerki oraz zmiany leczenia W przebiegu SRNS w badaniu
higologicznym mozna ujawni¢ FSGS, mezangialna proliferacja oraz sporadycznie

mezangia ha sklerotyzacje kigbuszkdw nerkowych.
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Szacuje sig, ze wsrdd dzieci z SRNS nawet 10-25% pacjentéw moze posiada¢ mutacje
w genie podocyny (NPHS2), guza Wilmsa (ang. Wilms tumour supperssor gene 1, WT1),
aktyniny 4 (ang. A-actinin 4, ACTN4), biatka zwigzanego z CD2 (ang. CD 2 associated
protein, CD2AP) czy przejsciowego kanatu kationowego (ang. transient receptor potential
cation channel, TRPC6) (69, 70).

Ponadto, w leczeniu NS mozna zaobserwowaé steroidozaleznosé, czyli uzyskanie
remisji kliniczng i biochemicznej pod wptywem nawet niewielkich dawek GK. Najczgscig
steroidozalezny zesp6t nerczycowy (ang. steroidodependant nephrotic syndrome, SDNS)
okresla si¢ jako nawracajacy w ciagu 2 tygodni od zakonczonego leczenia lub w trakcie
redukcji dawki GK. Taki przebieg NS wymaga rozpoznania histologicznego oraz zmiany

leczenia

1.3.4. Molekularne podtoze zespotu nerczycowego

1.3.4.1. Btona filtracyjna kigbuszka nerkowego

Zaburzenie funkcjonowania bariery filtracyjnej kigbuszka nerkowego ma
fundamentalne znaczenie dla rozwoju zespotu nerczycowego. Struktura ta zbudowana jest z
trzech elementow: $rodbtonka okienkowego, btony podstawnej oraz podocytow (71). Bariera
ta oddziela krew od moczu pierwotnego i odpowiada za utrzymanie selektywnej ultrafiltracji
roztworOw oraz zapobiega nadmiernej utracie duzych czasteczek takich jak albuminy, czy
czynniki krzepnigcia krwi, ktorych masa czasteczkowa przekracza 40 kDa (72). W przypadku
zespotdw nerczycowych bariera filtracyjna jest niepetnai zwigksza sig je przepuszczalnosc.

Komorki srodbtonka posiadaja pory o srednicy 70-100 nm, za$ btona podstawna,
ogranicza przeptyw substancji wielkoczasteczkowych proporcjona nie do ich masy. Podocyty
wystepujace w obrgbie listka trzewnego torebki Bowmana sa koncowo zréznicowanymi
komorkami nabtonkowymi posiadajacymi liczne rozgatgzienia — wyrostki stopowate (71).
Blony szczelinowe (ang. SD, dlit diaphragm), najwazniejszy element bariery filtracyjnej
kigbuszka (67), sa zakotwiczone w wyrostkach stopowatych podocytéw i tacza je ze soba
(73). Gtownymi biatkami budujacymi i wzmacniajacymi btony szczelinowe sa nefryna i
podocyna.

1.3.4.2. Ultrastruktura podocytow
Podocyty wyscietaja zewngtrzna powierzchnig btony podstawneg kigbuszka

nerkowego. Kazdy z podocytow jest zwiazany z wigceq niz jedna tetniczka, a kazda tetniczka
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jest pokryta przez kilka podocytow. Podocyty mozna podzieli¢ na trzy srukturalne i
funkcjonalne segmenty: ciato komorki, wyrostek wigkszy i wyrostek stopowaty. W obrebie
wyrostka stopowatego wystepuje szereg biatek budujacych aparat kurczliwy, naleza do nich
min. aktyna, miozyna, aktynina i wimentyna (74). Wyrostek wigkszy natomiast ma dobrze
rozwinigty cytoszkielet zbudowany z mikrotubul i filamentdw posrednich (75). Mikrotuble
podocytow cechuje heterogenna polarnos¢, co umozliwia tworzenie wypustek
cytoplazmatycznych (75). Gtéwna rola podocytow jest udziat w filtracji kigbuszkows. Filtrat
kigbuszkowy przechodzi kolejno przez okienka $rodbtonka, btone podstawna oraz btony
szczelinowe, zamykajace szczeliny miedzy wyrostkami stopowatymi podocytow.

Btony szczelinowate powstate na styku sasiadujacych ze soba wyrostkéw stopowatych
charakteryzuje obecnos¢ biatek takich jak P-kadheryny, &, b-, g-kateniny i zonula occludens-
1 (Z0-1), czy CD2AP, co upodabnia je do potaczen o typie przylegania.

W odpowiedzi na wiele sygnatbw wewnatrz- oraz zewnatrzkomorkowych podocyty
reaguja zmianami cytoszkieletu i sa zdolne do wykonywania ruchéw swoimi wypustkami
stopowatymi, przez co reguluja wspotczynnik ultrafiltracji.

W rozwoju kigbuszka nerkowego, ktory jest $cisle powiazany z réznicowaniem
podocytow, wyrOznia sig cztery fazy: pecherzykowa, S-ksztaltna, petli naczyniowej oraz
dojrzatosci (76). W dangj fazie obserwuje si¢ charakterystyczny profil ekspresjii genéw, co

umozliwia oceng dojrzatosci podocytow na bazie odpowiednich markeréw molekularnych.

1.3.4.3. Biatka zwiazane z podocytami

Podocyty zwiazane sa z <szeregiem biatek, do czasteczek istotnych dla ich
prawidtowego rozwoju naleza: WT1 (77), podoplanina (78), podokaliksyna (79), GLEPP1
(80), czy synaptopodyna (81).

Na podocytach pojawia si¢ takze ekspresa C3bR, nazywanego receptorem 1
dopetniacza,  inaktywujacego skltadowe C3b i C4b dopetniacza (82), co tlumaczy
immunologiczne podioze zespotdw nerczycowych. Istotna rolg petnia rowniez integryny,
ktore kontroluja aparat kurczliwy podocytow (83).

Dotychczas wskazane biatka dotyczyty prawidtowej budowy cytoszkieletu podocytéw
oraz ich wyrostkow stopowatych. Z kolei to biatka btony szczelinowatej maja zasadnicze
znaczenie w powstawaniu biatkomoczu, w szczegolnosci nefryna i podocyna. Model oparty o
obraz z mikroskopu elektronowego zaktada, ze nefryna faczy sasiadujace wyrostki stopowate
na wzor zamka btyskawicznego (84). Liczne obserwacje i badania Kkliniczne potwierdzity

dominujaca rolg¢ nefryny w funkcjonowaniu btony szczelinowatej (85). Nefryna jest
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rozmieszczona nieregularnie, przybiera postac¢ ziarnistosci szczegélnie w miejscach zlewania
si¢ wypustek podocytéw (86). Do pozostatych biatek btony siczacej naleza: podocyna,
taczace si¢ z nefryna CD2AP oraz ZO-1 i kateniny oddziatujace z NEPH1 (87). Biatkiem
taczacym “wiazki” mikrofilamentow jest ACTN4 i inne aktyniny.

W dojrzatym kigbuszku podocyty charakteryzuja si¢ znacznym stopniem
zr6znicowania. Mechanizmy regulujace roznicowanie podocytow sa bardzo skomplikowane i
nada nie do konca poznane. Wykazano, ze biatka macierzy pozakomorkowej moga
przyczyniat si¢ do powstawania sygnatdbw wewnatrzkomoérkowych, regulujacych
morfogeneze podocytéw, czego przyktadem jest pobudzajacy wptyw lamininy naformowanie
wyrostkéw stopowatych in vitro (75).

Ze wzgledu na ztozonos¢ struktury kigbuszkowe bariery filtracyjnej, wciaz nie
poznano wszystkich biatek zaangazowanych w zachowanie funkcji podocytow, oraz nie
okreslono mozliwych relacji migdzyczasteczkowych. Prawdopodobnie kolejne badania

odkryja nieznane dotychczas proteiny zaangazowane w rozwoj zespotu nerczycowego.

1.3.5. Mutacje w kluczowych biatkach zwiazanych z podocytami

Liczne badania nad genetycznym podtozem zespotu nerczycowego przyczynity si¢ do
wyodrebnienia grupy biatek kluczowych dla patogenezy biatkomoczu. Zaicza si¢ do nich
biatka strukturalne btony szczelinowatej podocytéw: nefryng, podocyng, CD2AP i ACTN4
oraz inne czasteczki kontrolujace prawidtowsa filtracje kigbuszkowa, w tym migdzy innymi
WT1, PLCE1 oraz LAMB2 (67).

1.3.5.1. Mutacje genu NPHSL

Zlokalizowany na chromosomie 19g13.1 gen NPHSL zbudowany jest z 29 eksondw, o
catkowitej diugosci 26 tysigcy par zasad. Koduje on biatko nazwane nefryna, sktadajace si¢ z
1241 reszt aminokwasowych. Nefryna nalezy do nadrodziny immunoglobulin i rodziny
komorkowych czasteczek adhezyjnych (88) i jest zlokalizowana w btonie szczelinowate
znajdujacej Sig pomigdzy wyrostkami stopowatymi dojrzatych podocytéw (89).

Mutacje w genie NPHSL powiazane sa z autosomalnym recesywnym wrodzonym
zespotem nerczycowym typu finskiego (ang. congenial nephrotic syndrome Finnish type,
CNF), charakteryzujacym si¢ biatkomoczem w zyciu ptodowym (90). W rozwoju ptodowym
juz mutacja jednego allelu genu nefryny powoduje biatkomocz, podwyzszone stezenie o-

fetoproteiny w ptynie owodniowym i/lub krwi cigzarnej oraz zanik wyrostkéw stopowatych
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podocytow. W zyciu pozaptodowym, do wystapienia zespotu nerczycowego konieczna jest
mutacja obu aleli genu nefryny. Wynika to z faktu, ze podczas dojrzewania kigbuszka
obydwa allele tego genu sa niezbedne do prawidtowe syntezy nefryny, zas w pozniejszym
okresie zyciawystarczy jeden prawidtowy allel (91).

Jak wspomniano, mutacje nefryny poczatkowo powiazano z finskim typem NS, w
przypadku ktdrego najczestszymi, wystepujacymi w 94% pacjentdw, zmianami sa 2 mutacje
(92). Pierwsza jest zmiana L41fsX 90, okreslana jako Fin major (gtéwna), skracajaca wigksza
czes¢ biatka, druga R1109X znana jako Fin minor (poboczna), skracajaca jedynie
karboksylowy koniec nefryny (93). Do wystapienia objawdw klinicznych NS konieczne jest
odziedziczenie mutacji w obu alelach NPHSL (homozygoty Fin major lub Fin minor lub
heterozygoty ztozonegj Fin major/Fin minor) (94).

W obrgbie genu zidentyfikowano kilka goracych miejsc (ang. hot spot), w ktérych
potencjalnie wystepuje duzo mutacji. Sa one zlokalizowane w rejonach istotnych z punktu
widzenia funkcji nefryny, a zatem migdzy innymi w domenach immunoglobulinowych (85).
Wsréd poznanych mutacji nefryny, wiele potencjalnych mutacji typu zmiany sensu dotyczy
reszt aminokwasowych posiadajacych tadunek, takich jak arginina, oraz reszt hydrofobowych
jak leucyna, czy izoleucyna. Wprowadzone zmiany najcze¢sciej powoduja powazne zaburzenia
konformacyjne biatka. Inne mutacje dotycza reszt cysteiny, co zaburza tworzenie mostkéw
disulfidowych (85). Badania in vitro sugeruja, ze nefryna jest biatkiem niezwykle
plastycznym, ktére tatwo przechodzi w aternatywne formy konformacyjne (95) oraz, ze
blisko 75% znanych mutacji typu zmiany sensu moze skutkowaé nieprawidiowym
faldowaniem nefryny, ktéra zostge uwigziona w retikulum endoplazmatycznym i w
konsekwencji nie zostaje zakotwiczona w btonie podocytow (96).

Wielokrotne sekwencjonowanie nefryny przyczynito si¢ do identyfikacji dwoch
mutacji w rejonie promotorowym, ktérych obecnosci nie wykryto u zdrowych ludzi. Wstepne
badania bioinformatyczne sugeruja, ze mutacje moga leze¢ w rejonie wigzania czynika
transkrypcyjnego i w konsekwencji powodowaé zmiang poziomu ekspresi prawidtowego
biatka (85).

Niemal wszystkie mutacje w genie nefryny skutkuja niezwykle cigzkimi przypadkami
CNF, niezaleznie od lokalizacji mutacji w genie oraz od jg konsekwencji dla kodowanego
biatka. Wyjatek stanowi wystepujaca w ukladzie homozygotycznym mutacja R1160X, ktora
zostata powigzana z tagodniejsza odmiana finskiego zespotu nerczycowego (85). Na poziomie
molekularnym mutacja R1160X skutkuje skroceniem biatka nefryny ponizej ostatnigj reszty

aminokwasowej w eksonie 27. W przeciwienstwie do mutacji Fin minor w eksonie 26,
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zmiana R1160X nie powoduje zatrzymania biatka w retikulum endoplazmatycznym, nefryna
mimo zmiany jest zlokalizowana prawidtowo w kigbuszkach nerkowych (93). Ciekawe jest
jednak to, ze wszystkie pozostate mutacje w eksonie 27, nawet lezace tuz obok R1160X,
powoduja cigzki wrodzony NS typu finskiego. R1160X to mutacja nonsensowna, ktéra ma
charakter recesywny, gdyz wystepuje w pojedynczym allelu u osob zdrowych (85).
Przeprowadzone przez Koziell i in. badania podjety takze temat mutacji nefryny w
innych niz CNF zespotach nerczycowych. Po przeanalizowaniu 29 eksondw, intronéw oraz

promotora genu u pacjentéw z wezesnym SRNS nie zidentyfikowano zadnej mutacji (85).

1.3.5.2. Mutacje genu NPHS2

Gen NPHS2, ulokowany na chromosomie 1025-q31, jest jednym z genow
powiazanych z zespotem nerczycowym. Podocyna kodowana przez ten gen to integralne
biatko o cigzarze 42kDa, charakteryzujace si¢ wysoka homologia z tancuchem 7 rodziny
stomatyn (97), ktére ulega ekspresii zarébwno na etapie ptodowym, jak i w dojrzatych
kigbuszkach (97). Podocyna wiaze si¢ z cytoplazmatyczna czescia nefryny oraz z dwoma
innymi biatkami: CD2AP oraz biatkiem podobnym do nefryny, Nephl (98).

Gen NPHS2 powiazany zostal z wystgpowaniem autosomalnego recesywnego
steroidoopornego NS, tak rodzinnym, jak i sporadycznym (97). Do identyfikacji genu
przyczynita si¢ analiza rodzin chorujacych na autosomalny recesywny SRNS (99), nast¢pnie
opisano szereg mutacji recesywnych powiazanych z NS. Obraz kliniczny u pacjentow
posiadajacych mutacje podocyny wykazuje duze zroznicowanie, od pierwszych objawéw
pojawigjacego si¢ wczesnie po urodzeniu, jak w przypadku mutacji genu nefryny, do
ujawnienia si¢ tych objawoéw w drugig dekadzie zycia. Sredni wiek wystapienia | rzutu NS
okresla si¢ miedzy 3, a 5 rokiem zycia. W badaniu histologicznym nerek tych pacjentow
wykazano obecnos¢ zmian w postaci FSGS, cho¢ opisano takze zmiany minimalne, ktére w
kolejnych biopgach przeksztalcity si¢ w zmiany ogniskowej segmentalnej sklerotyzacii
ktgbuszkéw (100).

Dane zebrane przez Winna i wsp. wskazuja, ze zmiany NPHS2 53 obecne w 20-30%
sporadycznych, nie rodzinnych, SRNS (101). Jest to obiecujacy wynik, ktory wymaga
weryfikacji oraz znacznego poszerzenia grupy badanej oraz kontrolnej (97).

Jak wspominano, podocyna zostata wielokrotnie powiazana ze steroidoopornym
zespotem nerczycowym. Prowadzono takze badania w odniesieniu do pagjentéw wrazliwych
na leczenie steroidami, co zaowocowato wykluczeniem genu NPHS2 jako genu kandydata

SSNS (99).
24



Liczba badan nad podtozem genetycznym NS doprowadzita do zaskakujacych
wnioskow. W rzadkich przypadkach wrodzonego zespotu nerczycowego typu finskiego lub
steroidoopornego zespotu nerczycowego zidentyfikowano jednoczesnie mutacje w dwaoch
genach — NPHSL i NPHS2. Przypadki te sktaniaja do modelu tréjallelicznego, w ktérym u
pacjentdw wystepuja dwa zmienione allele jednego genu i jeden zmieniony w drugim genie.
Hipoteza zaktada, ze dodatkowa zmiana pojedynczego alelu w drugim genie dziata jako
genetyczny modulator, prawdopodobnie pogarszajac fenotyp danego pacjenta. Zatozenie to
popiera tezg o wspltdziataniu gendw podocyny i nefryny w dziedziczeniu zespotu
nerczycowego i podkreslaich rolg w regulowaniu kigbuszkowsj filtracji biatek.

W modelu wielogenowym oprécz NPHSL i NPHS2, nie wyklucza si¢ mozliwosci
udziatu dodatkowych genéw modyfikujacych obraz kliniczny (108).

1.3.5.3. Mutagje genu WT1

Gen supresorowy guza Wilmsa (WT1) jest zlokalizowany na chromosomie 11p13 i
koduje czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresie wielu gendw podczas rozwoju nerek i
uktadu moczowo-piciowego. Gen kodujacy biatko WT1 sktada si¢ z 10 eksondw i zawiera 4
domeny cynkowe. WT1 to czynnik transkrypcyjny i potranskrypcyjny niezbedny do
utrzymania prawidtowego fenotypu podocyta (79) i odpowiedzidny za réznicowanie
komorek kigbuszka (109).

W przypadkach zespotéw nerczycowych wykryto mutacje typu zmiany sensu
dotyczace eksondw: 8 i 9 w obrebie domeny cynkowej, oraz intronu 9 (109). Mutacje genu
WT1 stwierdzono takze w chorobach rozrostowych, takich jak biataczka, retinoblastoma, rak
piers i ptuc, a przede wszystkim guz Wilmsa (110). Co wigcej, obnizona eksprege biatka
WT1 zaobserwowano w kigbuszkach nerkowych chorych na glomerulopatie przebiegajace z
rozplemem podocytéw, tzn. w wariancie FSGS z zapadaniem wiosniczek i nefropatii
zwiazanej z HIV (77).

W przypadku genu WT1, mutacje zostaty poczatkowo zidentyfikowane u pacjentéw z
guzem Wilmsa (111). Byty to mutacje skracajace powiazane z catkowita utrata funkcji WT1.
Podobne mutacje zostaty powiazane z izolowanym guzem Wilmsa, za$ przypadki rodzinne
odpowiadaty schematowi dziedziczenia dominujacego (112). Nastgpnie, mutacje w tym genie
powiazano z zespotem Denys-Drash (ang. Denys-Drash Syndrome, DDS). Zmiany dotyczyty
w znacznej mierze kodujacych elementéw genu, eksonu 81 9 i byty mutacjami powstatymi de
novo, a zatem nie zostaty odziedziczone od rodzicow. Najczesciej wystepujaca mutacja jest
R394W, ktdra powoduje zmiane argininy natryptofan w pozycji 394 (113).
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Kolgne badania powiazaty zmiany w genie WT1 takze z zespotem nerczycowym, za
czym przemawia fakt, ze WT1 odgrywa wazna rol¢ w utrzymaniu prawidtowej czynnosci
podocyta, a w konsekwencji prawidtowel morfologii kigbuszka. U myszy mutacja WT1
powoduje sklerotyzacje kigbuszkdw przebiegajaca z pogrubieniem btony podstawneg i fuzja
wyrostkéw stopowatych podocytow (114). Rola mutacji genu WT1 w NS moze wynikaé takze
z faktu, iz biatko guza Wilmsa pozytywnie kontroluje ekspres¢ genu nefryny (115).

Gen WT1 zostat powiazany takze z zespotem Frasiera, w ktérym wystepuje ogniskowa
sklerotyzacja kigbuszkdw, meskie obojnactwo rzekome i wystgpowanie guzéw typu
gonadoblastomy (116).

Ciekawe wydaja si¢ spostrzezenia Koziell i wsp. (117) dotyczace mutacji WT1
obecnych w FSGS wrodzonym lub o wczesnym poczatku, bez innych cech DDS lub Zespotu
Fraisera (ZF). W DDS mutacja WT1 nie prowadzi do powstania patologicznego biatka
strukturalnego, ae uszkodzonego czynnika transkrypcyjnego. Uszkodzenie obu alléli
wyzwala nowotworzenie. Z kolel w ZF chory ma tylko jedna uszkodzona kopig¢ WT1, ktéra
koduje kroétsza izoforme, dochodzi zatem do zaburzenia stosunku ilosci izoform KTS(—
YKTS(+).

Po przebadaniu wigksze i bardziej zr6znicowanej populacji autorzy wywnioskowali,
ze mutacie WT1 s3 niespotykane w izolowanym FSGS, mimo podobnego obrazu
histopatologicznego obu choréb. Moze to sugerowat wptyw mutacji w innych, specyficznych
dla ki¢buszka, genach (117).
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1.4. Kliniczne aspekty analizy zmian w sekwencji w kluczowych genach dla rozwoju

zespolu nerczycowego u dzieci.

Jak wspomniano, zespGt nerczycowy jest ztozonym zespotem objawdw, ktdrego
przyczyna nie zostata w petni poznana. Teorie zaktadaja rolg uktadu immunologicznego oraz
zaburzenia struktural ne o charakterze genetycznym.

Rola zmian w sekwencji DNA zostata wielokrotnie wykazana w przypadku
wrodzonego oraz idiopatycznego NS (67). Istnieje szereg powoddw, dla ktérych badania te sa
niezwykle istotne zaréwno z punktu widzenia diagnostyki, jak i doboru leczenia choroby.

Analiza sekwencji genéw zaangazowanych w funkcjonowanie kigbuszkowej bariery
filtracyjnej polega na poszukiwaniu zaréwno mutacji, jak i polimorfizméw SNP.
Identyfikacja mutacji stanowi bezposrednie potwierdzenie nieprawidtowego funkcjonowania
podocytow, natomiast poznanie charakteru mutacji umozliwia okreslenie konsekwencji jakie
niesie ona dla struktury biatka. Co wigcej, wiedza o tym, czy mutacja wystepuje w uktadzie
homo- czy tez heterozygotycznym informuje, czy dany pacjent posiada jedynie czasteczke
nieprawidtowa, czy tez czgsciowa pulg prawidtowego biatka

Mutacje genu nefryny dotycza zwykle pacjentow, u ktérych pierwszy rzut choroby
ujawnit si¢ przed ukonczeniem pierwszego roku zycia (88). Dla nefrologainformacja o takiej
mutacji sugeruje trudniejszy w leczeniu przebieg zespotu nerczycowego.

Z kolei andliza sekwencji podocyny jest zasadna w szczegllnosci u pacjentow
chorujacych na idiopatyczny zesp6t nerczycowy (97). Informacja o mutacjach w tym genie
jest niezwykle cenna, poniewaz wielokrotnie powiazano ich wystgpowanie z brakiem
odpowiedzi na leczenie glikokortykosteroidami. Zatem przeprowadzenie analizy sekwencji
genu NPHS2 pozwala na dobor terapii immunosupresyjnej dla danego pacjenta. Nie oznacza
to rezygnacji z leczenia GK, ale modyfikacje leczenia z zastosowaniem dodatkowych lekow.

Analiza genetyczna jest cennym zrOdiem wiedzy o pacjentach, poniewaz ujawnia
zaburzenia, ktére nie podlegaja naprawie w wyniku zastosowania dostgpnych terapii. W
przypadku pacjentow, ktorzy nie odpowiadaa na zastosowane leczenie, lub u ktérych
dochodzi do czestych nawrotow, wiedza o zaburzeniach na poziomie DNA stanowi
wyjasnienie zaistniatej sytuacji. Niejednokrotnie u takich pacjentéw dochodzi do rozwoju
schytkowej niewydolnosci nerek (ang. end-stage renal disease, ESRD) i jedynym skutecznym
rozwiagzaniem moze okaza¢ Si¢ transplantacja nerki, ktorej kiebuszki zbudowane sa z

prawidtowych biatek strukturalnych.
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Ze wzgledu na konsekwencje mutacji, w szczegdlnosci w genie podocyny, badania
sekwencji DNA moga stanowi¢ nie tylko element pomocny przy podejmowaniu decyzji o
doborze leczenia, ale moga stanowi¢ rowniez test diagnostyczny dostarczajacy dodatkowych
informacji o pacjencie.

Oprocz wykrywania mutacji, analizy zmian w sekwencji DNA dostarczaja informagji
o polimorfizmach SNP. Mimo, iz pojedyncze polimorfizmy nie powoduja rozwoju zespotu
nerczycowego, jednak badanie catych zespotéw polimorfizméw SNP, tworzacych bloki
haplotypowe, moze informowa¢ 0 podatnosci na zachorowanie. Badanie struktury gendw w
odniesieniu do chorob wielogenowych, do ktorych nalezy zaliczy¢ NS, moze okaza¢ si¢ w
przysztosci istotniejsze niz detekcja pojedynczych mutagji.

Przeprowadzenie obszernych badan struktury gendw istotnych dla rozwoju zespotu
nerczycowego moze ujawni¢ wzory charakterystyczne dla wysokigl podatnosci na
zachorowanie na SRNS oraz SSNS. Taka wiedza pozwolitaby przewidzie¢, czy u pacjenta z
pierwszym rzutem choroby, moze dojs¢ do rozwoju steroidoopornosci. Co wigcej, badania
takie mozna by z powodzeniem stosowa¢ u rodzenstwa pacjentow, aby ewentualnie obja¢ ich
opieka profilaktyczna w poradni nefrologicznej.

Badania genetyczne sa zatem uzupetnieniem tradycyjnej diagnostyki oraz profilaktyki.
Whprowadzenie ich do praktyki lekarskiej wymaga przebadania tysiecy pacjentow oraz 0sob
zdrowych, zatem w celu powodzenia takich projektéw niezbedna jest wspotpraca licznych

osrodkéw badawczych i wspdlna analiza otrzymywanych wynikow.
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2.Cele

Celeami niniejszej pracy byta:

2.1. andlizamutacji w trzech kluczowych genéw (NPHSL kodujacy nefryne, NPHS2 kodujacy
podocyng oraz WT1 kodujacy biatko guza Wilmsa) u dzieci z zespotem nerczycowym,

2.2. andliza znanych i opisanych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w wyze)
wymienionych genach,

2.3. okreslenie struktur badanych gendéw oraz ich réznic w otrzymanych blokach
haplotypowych u dzieci z zespotem nerczycowym oraz u zdrowych osob,

2.4. okreslenie znaczenia zmian genetycznych wyzej wymienionych genow w zespole
nerczycowym,

2.5. identyfikacja nowych mutacji pojawigjacych si¢ u pacjentéw z zespotem nerczycowym,

celem ich zastosowania w badaniach diagnostycznych.
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3. Pacjenci i Metody

3.1. Pacjenci

Na prowadzone badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwata nr 974/09, zalacznik 1). Badania
przeprowadzono w sumie na 124 pacjentach, w tym 33 pacjentach chorujacych na zesp6t
nerczycowy oraz 91 pacjentach bez objawdéw NS. Przed pobraniem krwi obwodowej do
badan, opiekunowie prawni kazdego pacjenta zarbwno z grupy badanej, jak i kontrolnegj,
zostali poinformowani 0 celu badan oraz korzysciach ptynacych z przeprowadzenia takich
analiz wsérod polskich pacjentow chorujacych na NS. Opiekunowie prawni otrzymali
informacje¢ o badaniu w formie pisemnej zamieszczonej na oswiadczeniu swiadomej zgody na
udziat w badaniach genetycznych pacjentéw (dzieci). Opiekunowie podpisali réwniez zgodg
na udziat w badaniach DNA. Do niniejszej pracy zataczono kopi¢ swiadome zgody na udziat
w badaniu (zatacznik 2).

3.1.1. Grupabadana

Grupe z zespotem nerczycowym stanowito 33 pacjentow hospitalizowanych w Klinice
Kardiologii i Nefrologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Badana grupa
pacjentdw obgimowata: 64% chtopcow (n=21) oraz 36% dziewczat (n=12) w wieku od 6
miesigcy do 19 lat (srednia 10,7). W rozpoznaniu klinicznym stwierdzono: steroidooporny NS
(SRNS, n=23), pierwszy rzut NS (I NS, n=8), trzeci rzut NS (I1l NS, n=1) oraz piaty rzut NS
(V NS, n=1).

U kazdego pacjenta przeprowadzono doktadny wywiad medyczny w oparciu o ankietg
(zatacznik 3) przygotowana na podstawie kwestionariusza prof. dr. F. Hildebrandta.

Ankieta pozwolita na uzyskanie informacji o czasie trwania choroby, wieku
wystapienia pierwszego rzutu NS, wyniku biopsi nerki (o ile byta przeprowadzona), stanie
klinicznym pacjentaw dniu przyjecia do szpitala, stosowanego leczeniaw odniesieniu do NS
oraz odpowiedzi na dana terapi¢. Dodatkowo, uzyskano informacje o wystapieniu szeregu
schorzen, ktére maa charakter dziedziczny lub zostaly powiazane z genetycznie
uwarunkowanym NS. Pytanie to dotyczylo samego pacjenta oraz cztonkdéw rodziny, gdyz

badania genetyczne wymagaja zdobycia jak najpetniejszej informacji o historii choréb w
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rodzinie, w szczegdlnosci schorzen dziedziczonych w sposob ztozony z udziatlem wielu
gendw. W ankiecie wyszczegdlniono nastepujace choroby lub cechy charakterystyczne:
gtuchote, slepotg, matogtowie, opdznienie, cukrzyce typu I, choroby immunologiczne
(reumatoidane zapalenie stawdw, toczen rumieniowaty, wrzodziejace zapalenie jelita
grubego, choroba Lesniewskiego-Crohna) niski wzrost, dystrofig¢ twarzy, szeiciopalczastose,
dysplazje kregowo-nasadowa, anomalie przewodu moczowego, anomalie lub wady serca,
alergie, nowotwory / guzy Wilmsa, choroby pgcherza moczowego, wirusowe zapaenie
watroby typu B.

Dane pacjentéw, zgodnie z ustawa o ochronie danych osobowych, zostaty
zakodowane. Poczawszy od momentu otrzymania probowki z krwia, pacjentowi nadawany
byt unikalny numer, ktérym oznaczano probki danego pacjenta we wszystkich kolejnych

etapach analizy.

3.1.2. Grupakontrolna

Baze grupy kontrolnej stanowito 91 osob (pte¢ meska n=52, pte¢ zenska n=39) z
polskigj populacji, z wojewodztwa wielkopolskiego, u ktérych nigdy nie wystapity objawy
zespotu nerczycowego ani biatkomoczu. Wsrdd 91 osdb, 23% stanowili ochotnicy (n=21),
natomiast 77% pacjenci z Kliniki Otolaryngologii Dziecigceg UM w Poznaniu (n=70),
przyjeci na oddziat w celu usunigcia migdatkbw. W celu przeprowadzenia badan
genetycznych, wyselekcjonowano grupg 30 dzieci z oddziatu Otolaryngologii w wieku od 4
do 18 lat (srednia 9,7). Wybor pacjentow z oddziatu otolaryngologicznego byt podyktowany
faktem, ze powodem przyjecia do szpitala nie byta powazna choroba zagrazajaca zyciu. Przed
pobraniem materiatu biologicznego do badan, opiekunowie prawni pacjentow w grupy
kontrolng zostali poproszeni o uzupetnienie ankiety zawierajacel pytania o historig choréb w
rodzinie, w szczegolnosci choréb dziedzicznych i powiazanych z uwarunkowanym
genetycznie NS. Przygotowana ankieta stanowita zmodyfikowana werge ankiety
przeznaczonej dla pacjentow z NS. Kopia ankiety dla grupy kontrolnej zostata zataczona do
niniejszej pracy (zatacznik 4). Nikt z rodzin osdb z populacji kontrolnej nie cierpiat na zespét
nerczycowy. Jedynym czynnikiem roznicujacym grupe kontrolng od badang byto
wystgpowanie zespotu nerczycowego.

Dodatkowo, dla pacjentéw z grupy kontrolnej wykonano analize og6lna moczu, w
celu okreslenia, czy otrzymane wyniki zawiergja Si¢ w granicach przyjetych norm. Badania
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moczu obeimowaty nastgpujace parametry: pH, cigzar wiasciwy, biatko, glukoza, liczba
erytrocytow i leukocytéw w osadzie moczu.

Dla kazdego z trzech badanych gendw wyselekcjonowano odpowiednia grupg
pacjentdbw bazujac na dotychczas zdobytej wiedzy o podtozu genetycznym NS. Wybor
pacjentéw byt uzalezniony od wieku wystapienie pierwszego rzutu choroby oraz odpowiedzi
na leczenie glikokortykosteroidami. Do analizy poszczeg6lnych genéw wybrano niezalezne
grupy pacjentow, o roznej liczebnosci. W przypadku genu nefryny analizie poddano grupg 14
pacjentéw chorujacych na zesp6t nerczycowy, w tym 13 pacjentow SRNS i 1 pacjenta z |
rzutem NS, oraz 20 dzieci bez objawéw NS. W przypadku genu podocyny przeprowadzono
analiz¢ sekwencji dla 22 pacjentow z zespotem nerczycowym (21 pacjentdw z SRNS, 1
pacient | rzutu NS) oraz 30 dzieci bez objawdw NS. W przypadku genu WT1
przeanalizowano 14 pacjentdw z zespotem nerczycowym (12 pacjentow z SRNS, 2 pacjentéw
| rzutu NS) oraz 20 dzieci bez objawdw NS.

Liczba osbb z grupy kontrolngj zostata ustalona indywiduahnie dla kazdego z
badanych genéw, w zaleznosci od liczby analizowanych pacjentéw. Liczba 0sdb zdrowych

byta okoto poéttora raza wigksza niz liczba pacjentow NS.

3.1.3. Materiat do badan

Zaréwno w przypadku grupy badanej, jak i kontrolnej, materiatem do badan byta krew
obwodowa pobrana podczas rutynowych badan w szpitalu, odpowiednio w Klinice
Kardiologii i Nefrologii Dziecigcej lub w Klinice Otolaryngologii Dziecigcej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Krew do badan rutynowych pobierana byta do probowek ze ztozem
EDTA, z ktérych pipeta odmierzano 200 ul w celu izolagji catkowitego genomowego DNA z
wykorzystaniem systemu kolumnowego. Wyboér probdwek ze ztozem EDTA byt niezwykle
istotny, poniewaz aternatywnie stosowane probdwki z heparyna uniemozliwiaja lub
utrudniaja wykorzystanie DNA do celéw badan naukowych, jako ze heparyna jest inhibitorem
reakcji PCR.

3.2. Metody

Wszystkie etapy analizy genetycznej zostaty wykonane w Katedrze i Zaktadzie Histologii i
Embriologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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3.2.1. 1zolacja catkowitego genomowego DNA w krwi obwodowe

W celu izoleacji catkowitego genomowego DNA w krwi obwodowej od pacjentow w
grupy badanej i kontrolnej wykorzystano komercyjnie dostgpny system kolumnowy ze
ztozem krzemionkowym QIAamp DNA Mini Blood firmy QIAGEN. Pojedyncza kolumna
pozwala na wyizolowanie okoto 6 pig DNA z 200 pl mrozong lub swiezej krwi obwodowe.
Wszystkie etapy izolacji oraz wirowania przeprowadzono w temperaturze pokojows.

Do probowki typu Eppendorf (1,5 ml) pobierano 200 pl krwi oraz odpowiednio
opisywano probowkg wykorzystujac opracowany system kodowania, krew przechowywano w
temperaturze -80°C do momentu izolacji DNA.

Po wyjeciu probowki w zamrazarki i jej rozmrozeniu w temperaturze pokojowsj,
opisywano nowa probowke Eppendorf (1,5 ml), najej dno dodawano 20 pl Proteinazy K. Do
probowki dodawano 200 pl krwi oraz 200 pl buforu lizujacego AL. Probowke umieszczano
na mieszadle typu vortex na 15 sekund. W celu przeprowadzenia lizy erytrocytéw oraz
strawienia biatek zwiazanych z DNA, prébke umieszczano w bloku grzejnym o temperaturze
56 °C na 10 minut. Po uptywie 10 minut zawartos¢ probowki zmieniata kolor na brunatno-
zielony, co swiadczyto o poprawnie przeprowadzong lizie erytrocytéw. W celu usunigcia
mieszaniny z wieczka, probke umieszczano w wiréwcee laboratoryjnej na kilka sekund. Do
probowki dodawano 200 pl czystego etanolu (96-100%), a nastgpnie umieszczano na
mieszadle typu vortex na 15 sekund w celu wymieszania zawartosci. Zawartos¢ probowki
ostroznie nanoszono na opisang uprzednio tym samym numerem kolumne do izolacji DNA
QlAamp Mini. Kolumng umieszczano w wiréwce i wirowano z szybkoscia 8000 rmp przez 1
minutg. Podczas wirowania rozpuszczalnik przechodzit przez ztoze, natomiast DNA ulegato
Zwiazaniu ze ztozem poprzez tworzenie wiazan z krzemionka przy odpowiednim pH oraz
stezeniu soli chaotropowych. Kolumng ze zwiazanym DNA umieszczano w nowej probéwce
odbierajacej, zas stara wraz z supernatantem wyrzucano do pojemnika na skazone odpady
biologiczne w celu utylizacji. Nastgpnie na kolumne nanoszono 500 pl buforu ptuczacego
AW1 w celu usunigcia zanieczyszczen, wirowano przy szybkosci 8000 rpm przez 1 minutg.
Kolumng ze ztozem ponownie umieszczano w nowej probowce odbierajacej, zas otrzymany
supernatant wyrzucano do pojemnika na skazone odpady biologiczne. Ponownie przemyto
ztoze ze zwiazanym DNA, tym razem z wykorzystaniem 500 pl buforu AW2. Po naniesieniu
buforu ptuczacego AW2, kolumng wirowano przy szybkosci 14000 rmp przez 4 minuty.
Kolginym  etapem  izolacji DNA byto  odzyskanie  zwiazanego  kwasu

dezoksyrybonukleinowego ze ztoza krzemionkowego. Kolumng umieszczano w nowe

33



opisanej odpowiednim numerem probéwce Eppendorf (1,5 ml), a na dno dodawano 200 pl
buforu elucyjnego AE. Skiad buforu AE, podobnie jak pozostatym buforow zawartych w
zestawie, jest strzezony patentem i tgemnica producenta, jednak DNA mozna odzyskaé
poprzez elucj¢ ze ztoza krzemionkowego stosujac czysta wodg lub roztwor TrisEDTA. Po
dodaniu buforu AE, kolumne inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut, a
nast¢pnie wirowano przy szybkosci 8000 rmp przez 1 minutg. Wyizolowany catkowity
genomowy DNA otrzymywano w probéwce Eppendorf, zas kolumng wyrzucano.

Otrzymany materiat byt bezposrednio wykorzystywany do kolejnych etapow badan i
nie wymagat dodatkowych etapéw oczyszczania jak np. precypitacja Wykorzystane
odczynniki przedstawia Tabela 1.

Tabda 1. Odczynniki wykorzystane do izolagji catkowitego genomowego DNA.

Odczynnik Producent Numer katal ogowy

Kit doizolacji DNA: QIlAamp DNA Mini Blood QIAGEN 51106

Bufor lizujacy AL (Lysis buffer)

Bufor ptuczacy 1 AW1 (Wash buffer 1)

Bufor ptuczacy 2 AW2 (Wash buffer 2)

Bufor ducyjny AE (Elution buffer)

Prote naza K

Alkohol etylowy bezwodny (EtOH) 99,8% POCH 396480111

3.2.2. Pomiar stezenia DNA

llos¢ wyizolowanego genomowego DNA mierzono spektrofotometrycznie z
wykorzystaniem urzadzenia Nano-Drop ND-1000 firmy NanoDrop ThermoScientific.
Pomiar st¢zonego DNA byt wyrazony w jednostkach ng/ul. Dodatkowo urzadzenie Nano-
Drop pozwolito na okreslenie jakosci otrzymanego DNA poprzez pomiar stosunku
absorbancji przy fali 260 nm do fali o dtugosci 280 nm. Pomiar ten powinien miesci¢ si¢ w
granicach 1,8-2,0, co $§wiadczy o czystosci otrzymanego materiatu genetycznego. Wartosci
wykraczajace poza wskazane ramy informuja o zanieczyszczeniu fenolem, biatkami Iub
solami.

W celu okreslenia stgzenia DNA, po uruchomieniu komputera sprz¢zonego ze
spektrofotometrem oraz wybraniu w programie obstugujacym urzadzenie opgcji: pomiar
stgzenia DNA, na punkt pomiarowy pipeta naktadano 1 pl czystej wody wolnej od nukleaz
firmy Ambion w celu kalibracji. Nastgpnie dokonywano pomiaru proby slepej, w przypadku
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DNA byt to bufor elucyjny AE z zesawu do izolacji DNA firmy Qiagen, w ktorym izolat
DNA byt zawieszony. W tym celu umieszczano 1 pl buforu AE w migiscu pomiarowym i
dokonywano pomiaru proby slepej (tta). Po przetarciu miejsca pomiarowego czysta lignina,
dokonywano pomiaru stezenia probki wiasciwej zawierajacej wyizolowany genomowy DNA.
Analogicznie, na miejsce pomiarowe nanoszono pipeta 1 pl izolatu, otrzymana wartosé
stgzenia DNA odnotowywano, a nastgpnie w tabeli z pomiarem sprawdzano stosunek

wartosci absorbancji prébki przy fali 260nm/280nm okreslajac stopien czystosci DNA.

3.2.3. Lancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR)

W doswiadczeniach wykorzystano technikg PCR w celu amplifikacji rejondéw
kodujacych genow (eksondéw), ktore na podstawie literatury zostaty wyse ekcjonowane do
badania podtoza genetycznego zespotu nerczycowego u dzieci. Do gendw tych zaliczono:
NPHSL, NPHS2 oraz WT1. Jako matryce dla polimerazy postuzyly preparaty catkowitego
genomowego DNA izolowanego z krwi obwodowej od pacjentow z NS oraz od pacjentéw z
grupy kontrolnej. Mieszanina reakcyjna o objgtosci 12,5 pl zawierata catkowity ludzki DNA
w ilosci 50-100 ng na reakcjg, 0,6 jednostki (5 U/1 ul) polimerazy FastStart Tag, 0,25mM
mieszaniny trifosforanow dezoksyrybonukleotydéw dNTP, 10 x bufor reakcyjny z dodatkiem
MgCl,, 5 x bufor GC, wode wolna od nukleaz. Informacje dotyczace odczynnikow
wykorzystanych do reakcji zestawiono w Tabeli 2. Kazdorazowo oprocz probek badanych
przygotowywano dodatkowa probe nie zawierajaca DNA, ktora stanowita negatywna kontrolg
i potwierdzata czystos¢ wykorzystywanych odczynnikow.

Do reakcji PCR zastosowano startery zaprojektowane w celu amplifikacji 10
fragmentéw kodujacych w obregbie genu NPHSL kodujacego nefryng, 8 fragmentow
kodujacych w obrebie genu NPHS2 kodujacego podocyng oraz 9 fragmentéw kodujacych w
obregbie genu WT1 kodujacego biatko guza Wilmsa 1. Informacje dotyczace wykorzystanych
starterOw zostaly zestawione w Tabeli 3. Wszystkie startery zostaty zaméwione w firmie |IBB
PAN w Warszawie oraz dostarczone w formie zliofilizowanej.

Po zakonczeniu reakcji PCR, proby naktadane byty na 1 % zel agarozowy zawierajacy
bromek etydionowy w ilosci 0,52 pg/ ml zelu. W celu oszacowania cigzaréw czasteczkowych,
do jednej z kieszonek zelu dodawano marker cigzarow czasteczkowych Gene Ruler 1kb DNA
Ladder (Fermentas). Etap elektroforezy informowat o diugosci otrzymanych produktéw i
potwierdzat specyficznos¢ wykorzystanych starterow na podstawie obecnosci pojedynczego

prazkaw zelu.
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Startery do reakcji PCR zaprojektowano dla eksondw gendéw NPHSL, NPHS? oraz

WT1 dostgpng w bazach danych NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)

oraz SNPper

(http://snpper.chip.org) wykorzystujac program Primer 3

(http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi), za$ unikalnos¢ wybranych par

oligonukleotydow w ludzkim genomie sprawdzono dzigki programowi blast2sequences

(http://blast.nchi.nlm.ni h.gov/bl 2seg/wblast2.cqi).

Tabela 2. Odczynniki wykorzystane do reacji PCR.

Odczynnik Producent Numer katal ogowy
FastStart Tag DNA Polymerase, 1000U Roche 12032937001

GC Rich Solution 5x Roche 12032929001
PCR Buffer + MgCl, 10x Roche 12032929001
dNTP MIX 5mM Novazym D1000-05

Woda wolna od nukleaz (Nucl ease-free water, not DEPC- Ambion, Applied |AM9930

treated) Biosystems

Tabela 3. Startery wykorzystane do reakdji PCR.

Oligodezoksyrybonukleotydy — funkcja starteréw w reskcji PCR (IBB PAN, Warszawa)
Gen NPHSL (nefryna), accession number NG_013356.1
Fragment Analizowane Nazwa Sekwengja startera Temp._
genu eksony startera Topnienia
Nef 1 1234 Nefl f GAAAAGCAGGTGGCAGAGAC 60
Nefl r GGCCCTTAGAAGGGTACTGG 59,9
Nef 2 5 Nef2_f CCATGCTCCCCAGAATCTAT 59
Nef2_r AATTGGGTCCCAGATGTTCA 60,2
Nef3_f GGGACTTAGACCAGGTGTGG 59,4
Nef 3 6,7,8 =
Nef3 r TTGGCATCCAGTAGGCATAA 59,1
Nef 4 9,10, 11 Nef4 f ATGCCTACTGGATGCCAAAG 60,1
Nef4 r TGCCCAAGATTCTGAAGGAG 60,3
Nef 5 12,13, 14 Nef5_f ACCCAGTGGGCAGGGTAG 60,9
Nef5_r ACCTATGATTGCGTCACTGC 58,8
Nef 6 15, 16, 17 Nef6_f TCGTGACCCCAACTTTAACC 59,8
Nef6_r ATGTATGTGGTCCCCACTCC 58,5
Nef7_f CCTCTGTGGAGGGTGATTGT 60
Nef 7 18, 19, 20 =
Nef7_r CAATCAGGGATGTGGGAATG 61,1
Nef 8 21,22 Nef8_f AGGGAAAACCTGGACAGAATC 59,4
Nef8_r TGTGACCTTGGACAATTTGC 59,5
Nef 9 2 Nef9_f CAGTTCCCATGAATCTAATAGGC 59
Nef9_r GCTTGGCCAGAACTAAGTCG 60
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
http://snpper.chip.org
http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi

Nef 10 24, 25, 26, 27, Nef10_f CCTCTGCCCATCTGTTTCTC 59,8
28 Nef10_r ATCATGGTCAGGCCTCTTTG 60,1
Gen NPHS (podocyna), accession number NG_007535.1
Pod 1 1 Pod1_f AGCGACTCCACAGGGACT 58,3
Podl_r CAATCTGCTCTGGCTTCAGT 58,2
Pod 2 5 pod2_f CAGGCCCTGTGAACTCTGAC 60,9
Pod2_r TGAGCAAGGTCTTGGAGGAG 60,5
Pod 3 3 Pod3_f TTTTCCTGGTTCTCAAAACAAAA 60
Pod3_r CATGTGGGCTCTCTGTACCA 59,7
Pod 4 4 Pod4_f TTTACCCTCAGGTGGAGGTG 60
Pod4_r TCCCTAGATTGCCTTTGCAC 60,2
Pod 5 5 Pod5_f GGGTAGGCCAACTCCATTIT 60,2
Pod5_r TATGAGCTCCCAAAGGGATG 60
Pod 6 6 Pod6_f CAGGCAAATAATGTCCTTTCAA 59,1
Pod6_r CCTGGCCTAAAATGGGAAAT 60,1
Pod 7 7 Pod7_f AGGAATGGCACACTCTGGTC 60,1
Pod7_r GTTGTAAGGGCCCAAGACAG 60
Pod 8 8 Pod8_f TTAACCGTGCTTGCCACATA 60,1
Pod8_r TGGATGGTGCATTGTGACTT 60
Gen WT1 (biatko guza Wilmsa 1), accession number NG_009272.1
WTL 1 1 WTL1_1f GGCTGCTGAGTGAATGGAG 59,5
WTL1 1r GGGAAGCAGCTGGGTAAGAG 61,3
WTL 2 23 WTL1_2f GTCTTCCTGCCGAAAGTCCT 60,8
WTL1 2r GTCTCGTGCCTCCAAGACC 60,8
WTL 3 4 WTL1_3f ATGTGGAGGCTTGCACTTTC 60,3
WTL1 3r ACCAACTAGGGGAAGGAGGA 59,9
WTL 4 5 WTL1_4f GGGACTGGGGACTTAGTTCA 59
WTL1 4r CCCCAGCATGTGTATGATGA 60,3
WTL 5 6 WT1_5f GAGGGAGGCAAAAACCAACT 60,5
WTL1_5r AAGGAGCCTGCAGTGAAGAA 60,1
WTL 6 7 WTL1_6f GGAGTGTGAATGGGAGTGGT 59,8
WTL1_6r TGGATCAGACCTTTCAAAGCA 60,8
WTL 7 8 WTL1_7f CCCTGAGCTCCCATTCATTT 61,4
WTL1_7r ATTTAAGAGGAGGAACATCTCCAG 59,2
WTL 8 9 WTL1_8f GCAGATGCAGACATTGCAG 59,1
WTL1_8r GCCACGCACTATTCCTTCTC 59,8
WTL 9 10 WTL1_of GCTCAGGGACAGAATGATGG 60,6
WTL1 9r CCAGGCACACCTGGTAGTTT 60
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Wszystkie reakcje PCR zostaly przeprowadzone w oparciu o taki sam sktad

mieszaniny, informacje dotyczace ilosci poszczegdlnych odczynnikow w pojedynczej reakdji

PCR przedstawia Tabela 4.

Tabda 4. Sktad mieszaniny reakcyjng reakcji PCR dia genéw NPHSL, NPHS2 oraz WT1.

Odczynnik Dodawana objgtosé
FastStart Tag DNA Polymerase 0,12 ul

GC Rich Solution 5x 2,5ul

PCR Buffer + MgCl, 10x 1,25l

dNTP MIX 5mM 0,6 ul

MIX starteréw F+R 12,5 uM 0,5l
Nuclease-free water, not DEPC-treated 553 ul

Genomowy DNA 2ul

Catkowita objetosé reakcji PCR 125l

Tabdab. Szczeg6towe parametry programéw amplifikacyjnych reakcji PCR.

Fragment | Wstepna denaturacja | Denaturacja Anneding Elongacja Liczbacykli | Amplifikacja
Nef 1 |95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/90sec |35 72°C/7 min
Nef 2 |95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/30sec |35 72°C/7 min
Nef 3 |95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Nef 4 |95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Nef 5 |95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/90sec |35 72°C/7 min
Nef 6 |95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/90sec |35 72°C/7 min
Nef 7 |95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/90sec |35 72°C/7 min
Nef 8 |95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Nef 9 |95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/30sec |35 72°C/7 min
Nef 10 |95°C/ 4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/90sec |35 72°C/7 min
Pod1l |95°C/4min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Pod2 [95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Pod3 |95°C/4 min 95°C/30sek |55°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Pod4 |95°C/4min 95°C/30sek |58°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Pod5 |95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Pod6 |95°C/4 min 95°C/30sek |58°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Pod7 |95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
Pod8 |95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
WT1 1 [95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/90sec |35 72°C/7 min
WT1 2 [95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/90sec |35 72°C/7 min
WT1 3 [95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/7 min
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WT1 4 (95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/ 7 min
WTL15 [95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/ 7 min
WTL1 6 [95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/ 7 min
WT1 7 [95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/ 7 min
WT1 8 [95°C/4 min 95°C/30sek |59°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/ 7 min
WTL1 9 [95°C/4 min 95°C/30sek |60°C/30sec |72°C/60sec |35 72°C/ 7 min

Reakcje PCR prowadzone byly z wykorzystaniem termocyklera RealPlex
Mastercycler epgradientS firmy Eppendorf oraz licznych programéw amplifikacyjnych, co
podyktowane byto rézna diugoscia namnazanego produktu oraz temperatura topnienia

wykorzystanych starteréw. W Tabeli 5 zamieszczono zestawienie parametrow reakcji PCR.

3.2.4. Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR w zelu agarozowym

Zamplifikowane fragmenty gendw NPHSL1, NPHS2 i WT1 przeznaczone do analizy
genetyczngj w poszukiwaniu mutacji oraz analizy polimorfizméw SNP, rozdzielano w 1,5%
zelach agarozowych o wysokiej temperaturze topnienia, przygotowanych w buforze 1 x TBE
(Tris, Kwas borowy, EDTA pH 8.0). Roztwér TBE wykorzystano réwniez jako bufor
elektrodowy. Odpowiednia ilos¢ roztworu EtBr (2ul roztwor o stezeniu 10 mg/ml) dodawano
do roztopionego zolu agarozowego po jego ostygnigciu do okoto 50°C w celu pozniejsze)
oceny dtugosci otrzymanych fragmentow DNA oraz ich jakosci. Elektroforeze prowadzono
20 minut przy napigciu 90mV w aparacie PowerPac Basic firmy BIO-RAD. Po zakonczeniu
elektroforezy, zele umieszczano na podswietlarce emitujacej swiatto nadfioletowe (X = 302
nm) i fotografowano z wykorzystaniem system do wizudizacji zeli GelDoc-It Imaging
System, UVP. Zdjgcia otrzymywano i analizowano z wykorzystaniem oprogramowania Life
Science Software Launch VisionWorksLS. W celu okreslenia diugosci produktow PCR,
zastosowano wzorzec dtugosci DNA Ladder 1kb (Fermentas). Odczynniki wykorzystane do
rozdziatu elektroforetycznego przedstawia Tabela 6.
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Tabda 6. Odczynniki wykorzystane do rozdziatu produktow reakcji PCR w zd u agarozowym.

Odczynnik Producent Numer katal ogowy
Agaroza Abo PronaBasica LE BGQT1
Bromek Etydionowy (EtBr) SIGMA E1510 056K 8907
Marker ci¢zaru czasteczkowego: Gene Ruler 1 | Fermentas SM0311

kb DNA Ladder 0,5 pg/ul

Obciazacz: 6x loading Dye Solution Fermentas R0O611

Bufor TBE

Tris Sigma T6066

Kwas borowy (boric acid) Sigma B7901

EDTA 0,5M pH 8,0 Sigma E0399

3.2.5 Szacowanie dtugosci fragmentbw DNA na podstawie predkosci migracji podczas

elektroforezy w zelach agarozowych

Stosowano wzorzec cigzaru czasteczkowego GeneRuler 1kb DNA Ladder

(Fermentas), ktory po rozdzidle w 1,5% zelu agarozowym, umozliwiat identyfikacje

fragmentéw DNA, dtugosci produktéw PCR poszczegolnych fragmentéw genéw NPHSL,
NPHS2 oraz WT1 wyrazone w parach zasad (pz) przedstawia Tabela 7.

Tabda 7. Dtugosci produktéw PCR dla genéw NPHSL, NPHS2 oraz WT1.

Fragment genu DA Fragment genu DA Fragment genu Dl

produktu PCR produktu PCR produktu PCR
NPHSL (nefryna) NPHS2 (podocyna) WT1 (biatko guza Wilmsa 1)
Nef 1 1072 pz Pod 1 460 pz WTL1 1 1053 pz
Nef 2 263 pz Pod 2 432 pz WT1 2 960 pz
Nef 3 877 pz Pod 3 412 pz WTL1 3 343 pz
Nef 4 947 pz Pod 4 412 pz WT1 4 370 pz
Nef 5 1062 pz Pod 5 455 pz WT1 5 353 pz
Nef 6 1181 pz Pod 6 450 pz WT1 6 420 pz
Nef 7 1016 pz Pod 7 343 pz WTL1 7 426 pz
Nef 8 579 pz Pod 8 544 pz WTL1 8 359 pz
Nef 9 276 pz WT1 9 416 pz
Nef 10 1161 pz
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3.2.6. Oczyszczanie produktéw reakcji PCR

Po weryfikacji jakosci otrzymanych produktéw PCR metoda elektroforezy w zelu
agarozowym, proby oczyszczano w celu usunigcia pozostatych, niewykorzystanych starterow
oraz trifosforanéw dezoksyrybonukleinowych. W tym celu stosowano system kolumnowy
MultiScreen HTS firmy Millipore. Do probowki zawierajacej produkt PCR dodawano 200 pl
wody wolnej od nukleaz, a nastgpnie catos¢ przenoszono pipeta na ptytke do oczyszczania
Dno kazdego dotka ptytki zeopatrzone byto w membrane o porach, ktorych wielkosé
pozwalala na zatrzymanie czasteczek kwasu nukleinowego o dtugosci powyzej 100 pz,
czasteczki mnigjsze mogty swobodnie przechodzi¢ przez kolumng. Nastgpnie ptytke
umieszczano na prozniowym systemie ssacym na 15-20 minut, tak, aby wigkszos¢ ptynu
przeszita przez kolumng, ale aby powierzchnia kolumny nie wyschia catkowicie. W tym celu
wykorzystano system do prozniowego odsysania SNAP i.d. Millipore. W wyniku dziatania
prézni, do odbieralnika odsysane byty zanieczyszczenia, zas czysty produkt PCR pozostawat
na powierzchni membrany. W celu odzyskania produktu, na dno kolumny oczyszczajacej
nanoszono 20 pl wody wolnej od nukleaz, a nastgpnie tipsem przemywano kilkakrotnie
powierzchnig¢ membrany w celu zwiazania z woda jak najwigkszej frakcji produktu PCR. W
kolejnym etapie oczyszczony produkt o objetosci 20 pl przenoszono do nowej probowki PCR
lub na ptytke, ktora odpowiednio opisywano. Po zakonczeniu procedury oczyszczania,
ponownie mierzono stezenie DNA z wykorzystaniem urzadzenia NanoDrop w sposob
analogiczny do pomiaru genomowego DNA po izolacji z krwi obwodowej. Pomiaru
dokonywano takze dla oczyszczonej probki PCR, ktéra stanowita kontrolg negatywna. Celem
byto okreslenie wydajnosci procedury oczyszczania DNA, poniewaz w probéwce nie
zawierajacej produktu DNA, a jedynie niewykorzystane startery oraz dNTP, po oczyszczeniu
nie powinno znajdowa¢ si¢ DNA. Wynik pomiaru dla negatywnej proby zawsze wskazuje
pewna wartos¢ dodatnia, ktora jest odejmowana od pomiaru stezenia oczyszczonego produktu
PCR w probce badanej. Otrzymana w ten sposob wartos¢ stezenia stanowi wiarygodny wynik
nieobarczony btedem metody badawczej. Pomiar stezenia produktu PCR po oczyszczaniu byt
niezbedny do przeprowadzenia kolejnego etapu analizy — reakcji sekwencjonowania. Przed
przystapieniem do kolgnego etapu badan, wszystkie oczyszczone produkty PCR
rozcienczano do stgzenia 2,5 ng/ul wykorzystujac wodg wolna od nukleaz. Odczynniki oraz
zestaw wykorzystane do oczyszczania produktéw PCR przedstawia Tabela 8. Oczyszczone
produkty postuzyty jako matryce do reskcji reamplifikacji, czyli sekwencjonowania z

wykorzystaniem wyznakowanych fluorescencyjnie dideoksyrybonukleotydow (ddNTP).
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Tabela 8. Odczynniki oraz zestaw wykorzystane do oczyszczania produktéw PCR.

Odczynik / zestaw Producent Numer katal ogowy
MultiScreen HTS (96-well filtration system) Millipore MSNUQ3010
Woda wolna od nukleaz (Nucl ease-free water, not Ambion, Applied AM9930
DEPC-treated) Biosystems

3.2.7. Sekwencjonowanie produktéw reakcji PCR w celu poszukiwania mutacji oraz

genotypowania polimorfizméw SNP.

W celu uzyskania informacji 0 obecnosci mutacji oraz polimorfizméw w badanych
genach struktury podocyta, NPHS1, NPHS2 oraz WT1, wykorzystano technike
sekwencjonowania DNA. Zasada reakcji sekwencjonowania stanowi modyfikacje tradycyjnej
techniki PCR. W reakcji sekwencjonowania matryca byty oczyszczone produkty reakcji PCR
obegmujace rejony kodujace (eksony) poszczegdlnych gendw. Jako startery postuzyty te same
oligonukleotydy, ktére wykorzystano do reakcji PCR dla danego fragmentu genu, jednak do
reakcji sekwencjonowania dodawano tylko 1 starter, w orientacji forward lub reverse. W
przypadku fragmentow, ktérych dtugos¢ przekraczata 900 pz, wykonywano
sekwencjonowanie w obu kierunkach, poniewaz w pojedynczym kierunku sekwencje dobrej
jakosci maja diugos¢ do 800 pz. Sekwencjonowania w obu kierunkach wymagaty nastgpujace
produkty PCR: Nefl, Nef5, Nef6, Nef7, Nef10, WT1 1, WT1 2. W mieszaninie reakcji
sekwencjonowania oprocz tradycyjnych dNTP znajduja si¢ dodatkowo wyznakowane
fluorescencyjnie dideoksyrybonukleotydy (ddNTP), ktére posiadaja grupg OH przy weglu 3.
Dzigki temu po przytaczeniu wyznakowanego ddNTP, do powstajacego produktu nie moze
przytaczy¢ si¢ kolejny nukleotyd. Wyrdznia sig cztery typy ddNTP: ddATP, ddCTP, ddGTPi
ddTTP, w zaleznosci od rodzaju zasady azotowej, poszczeg6lne czasteczki wyznakowane sa
innym fluorochromem, co umozliwia identyfikacje i odczyt sekwencji DNA. Zastosowane
cztery barwniki fluorescencyjne posiadaja bowiem inne widmo absorpcji i emisji swiatta,
generujac odmienne sygnaly sczytywane w kolgnym etapie sekwencjonowania przez
sekwenator. Mieszanina reakcyjna o objgtosci 10 pl zawierata oczyszczony produkt PCR w
ilosci 2,5 ng, bufor BigDye Sequencing Buffer 5x, odczynnik do sekwencjonowania
zawieragjacy dNTP, ddNTP oraz polimerazg - BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix,

specyficzny starter dla danego produktu PCR w orientacji forward lub reverse oraz wodg
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wolna od nukleaz. Odczynniki wykorzystane do reakcji sekwencjonowania przedstawia

Tabela 9. Sktad pojedynczej mieszaniny reakcyjnej przedstawia Tabela 10.

Tabda9. Odczynniki wykorzystane do reakcji sekweng onowania przedstawia.

Odczynnik Producent Numer katal ogowy
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems | 4336915

BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix

5x BigDye Sequencing Buffer

Woda wolna od nukleaz (Nucl ease-free water, not Ambion, Applied AM9930
DEPC-treated) Biosystems

Starter do reakcji PCR (specyficzny)

IBB PAN, Warszawa

Zamowi enie indywidual ne

Tabda 10. Sktad mieszaniny w reakcji sekwencjonowania.

Odczynnik Dodawana objetos¢
5x Bufor BigDye Sequencing Buffer 1ul

BigDye Ready reaction Mix 0,2 ul

Starter specyficzny dla produktu PCR (Flub R) 12, 5 uM 1ul

Oczyszczony produkt reakcji PCR (2,5 ng/ul) 1ul

Nucl ease-free water, not DEPC-treated 6,8 ul

Catkowita obj¢tos¢ reakgi PCR 0

Reakcje sekwencjonowania prowadzone byty z wykorzystaniem termocyklera
RealPlex Mastercycler epgradientS firmy Eppendorf oraz jednego uniwersalnego programu
amplifikacyjnego. Jednolity program amplifikacji byt mozliwy dzigki obnizeniu temperatury
annealingu do wartosci 52°C, niezaleznie od sekwencji zastosowanego w reakcji startera oraz

jego temperatury topnienia. W Tabeli 11 zamieszczono parametry programu reakcji

sekwencjonowania.

Tabdall. Parametry programu reakcji sekwencjonowania.

Etap reakdji Wstepna Denaturacja Annedling Elongacja Liczba
sekwencjonowania denaturacja cykli
Temp. / czas 96°C/ 1 min 96°C/10sek |52°C/5sec |60°C/4 min |25
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3.2.8. Oczyszczanie produktéw reakcji sekwencjonowania

Po przeprowadzeniu reakcji sekwencjonowania, w mieszaninie reakcyjnej znajdowaty
si¢ produkty powstate w wyniku amplifikacji zastosowanego startera, produkty te miaty rozne
diugosci, poczawszy od diugosci startera + 1, a skonczywszy na najdtuzszym produkcie o
diugosci identycznej jak zastosowany do reakcji produkt PCR. Kazdy powstaty produkt
zakonczony byt wyznakowanym fluorescencyjnie ddNTP, przy czym rodzg barwnika
wskazywat na typ przytaczonego nukleotydu. Przyktadowo, dla produktu o diugosci 200 pz
oraz zastosowanego specyficznego startera o diugosci 20 pz, otrzymano produkty o diugosci
od 21 pz do 200 pz. W mieszaninie reakcyjnej oprocz wiasciwych produktow, znajdowaty sig
dodatkowo niewykorzystane startery oraz wyznakowane fluorescencyjnie ddNTP. Ich
obecnos¢ w mieszaninie reakcyjngl zaburzytaby odczyt otrzymanych sekwencji i
uniemozliwita dalsza analiz¢ gtownie ze wzgledu na sygnat generowany przez fluorochromy
przytaczone do zmodyfikowanych nukleotydéw. Z tego wzgledu niezbednym etapem byto
oczyszczenie produktow reakcji sekwencjonowania Wykorzystano w tym celu zestaw
BigDye Terminator bazujacy na kuleczkach wychwytujacych niewykorzystane w reakdji
ddNTP. Oczyszczanie przeprowadzane byto na ptytkach wykorzystywanych nastgpnie do
rozdziatu elektroforezy kapilarngi. Po otrzymaniu produktow sekwencjonowania, calta
zawartos¢ probowki przenoszono na ptytke 96-dotkowa do sekwencjonowania, a nastgpnie
dodawano 45 pl odczynnika SAM oraz 10 pl odczynnika Xterminator Solution. Tak
przygotowane produkty umieszczano na wytrzasarce firmy Millipore na 10 minut przy
maksymalnej sile wytrzasania. Nastgpnie ptytke wirowano przez 1 minutg w celu stracenia
kuleczek wraz ze zwiazanymi ddNTP na dno dotkdw, produkty reakcji sekwencjonowania
pozostawaly w supernatancie. Otrzymane oczyszczone produkty byty bezposrednio gotowe
do rozdzialu kapilarnego w celu odczytania sekwencji DNA. Odczynniki oraz ptytka
wykorzystane do oczyszczenia produktow sekwencjonowania przedstawia Tabela 12.

Tabda 12. Odczynniki oraz ptytka wykorzystane do oczyszczeniaproduktow sekwencjonowania.

Odczynnik Producent Numer katal ogowy
BigDye X Terminator Purification Kit Applied Biosystems | 437686

SAM Solution

XTerminator Sol ution

Reaction Plate 96-w no barcode Applied Biosystems | N8010560




3.2.9. Elektroforeza kapilarna produktow sekwencjonowania.

Otrzymane produkty reakcji sekwencjonowania posiadaty znaczniki fluorescencyjne,
dzigki czemu ich odczytanie mozliwe byto z wykorzystaniem analizotora genetycznego —
sekwenatora zaopatrzonego w skaner czuty na swiatto o réznej dtugosci fali. W celu poznania
sekwencji kodujacych fragmentow badanych gendw, produkty sekwencjonowania poddawane
byty rozdziatowi elektroforezy kapilarng, ktéra stanowi modyfikacje tradycyjnej
elektroforezy w zelu agarozowym. W tym przypadku rozdziat prowadzony jest w niezwykle
cienkich kapilarach o dtugosci 50 cm, ktérych objetos¢ wynosi zaledwie kilka pl, zas polimer
jest skomponowany na bazie mocznika.

Oczyszczone produkty sekwencjonowania znajdowaty si¢ na ptytkach przeznaczonych
do rozdziatu kapilarnego. Po umieszczeniu ptytki w sekwenatorze ABI Prism 3130 firmy
Applied Biosystems oraz dobraniu odpowiednich parametrow rozdziatu kapilarnego
uwzgledniajacych typy odczynnikbw wykorzystanych do sekwencjonowania oraz
oczyszczania, prowadzono elektroforeze kapilarna. Podczas rozdziatu  produkty
sekwencjonowania migrowaty w zelu z szybkoscia uzalezniona od diugosci poszczegdlnych
produktow w mieszaninie. W oknie odczytu dochodzito do skanowania sygnatu
generowanego przez odpowiedni barwnik fluorescencyjny przytaczony do danego produktu
sekwencjonowania.

W celu odczytania elektroforegraméw wykorzystano program SeguenceAnalysis
firmy Aplied Biosystems v. 5.2. Odczynniki wykorzystane do elektroforezy kapilarne
przedstawia Tabela 13.

Tabda 13. Odczynniki wykorzystane do d ektroforezy kapilarng.

Odczynnik Producent Numer katal ogowy
POP-7 Polymer for 3130 Applied Biosystems | 43633785
10x EDTA buffer Applied Biosystems | 402824

3.2.10. Analiza bioinformatyczna

Po przeprowadzeniu elektroforezy kapilarngj analizator genetyczny ABI3130
wygenerowat pliki w formacie .fsa, ktore zawieraty odczyty sekwencji DNA. Analize
otrzymanych danych przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania SequenceAnalysis

(Applied Biosystems). Program umozliwit zarowno odczytanie sekwencji w formie pliku
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tekstowego, jak i weryfikacje jakosci pikow sygnatu fluorescencyjnego dzieki
elektroforegramom. Przyktadowy odczyt sekwencji przedstawia rysunek 7, natomiast
przyktadowe elektroforegramy przedstawiaja rysunki 8 i 9. Rysunek 8 to przykiad
elektroforegramu dobrgj jakosci, zas narysunku 9 wystepuja pojedyncze piki stabe jakosci.

Na Rysunkach 7, 8 i 9 niebieski kolor oraz wysokos¢ stupkéw przy danym
nukleotydzie informuje o dobregj jakosci odczytu, kolor zotty swiadczy o srednig jakosci
odczytu piku, zas kolor czerwony o stabg jakosci odczytu piku. Kolory zotty i czerwony
moga wynika¢ ze stabszego sygnatu fluorescencyjnego lub naktadania si¢ kilku sygnatow tej
samej dtugosci, co jest charakterystyczne dla uktadéw heterozygotycznych.
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fluorescencyjnych sekwencji DNA z pojedynczymi pikami stabszej jakosci.
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3.2.10.1. Analiza mutacji

Odczytanie sekwencji kodujacych fragmenty gendw NPHS1, NPHS2 oraz WT1
postuzyto do zbadania obecnosci mutacji oraz genotypowania znanych polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu. W tym celu sekwencje okreslonego fragmentu genu dla danego
pacjenta zestawiano z sekwencja referencyjna pobrana z ogélnodostepne] bazy danych NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

W przypadku identyfikacji zmiany w sekwencji genu, identyfikowano miejsce mutacji
w  danym genie, w tym celu  wykorzystywano narzgdzie  CCDS
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi) z bazie danych NCBI dla okreslonego

genu. Zaktadka CCDS pozwolita na powiazanie migsca mutacji w DNA z pozycja
aminokwasowa, ktora ulega zmianie w biatku bedacym produktem danego genu. Jest o
informacja kluczowa, poniewaz istnieje szereg mutacji, ktore nie powoduja zmiany podczas
przepisywania nici MRNA na funkcjonalne biatko. Takie nieistotne mutacje pozostaja zwykle
bez wptywu na funkcjonalnos¢ biatkas W przypadku identyfikacji mutacji, okreslano czy
wystepuje ona w uktadzie homo-, czy tez heterozygotycznym oraz sprawvdzano wptyw na

tancuch polipeptydowy kodowanego biatka.

3.2.10.2. Analiza polimorfizmow

W przypadku analizy polimorfizméw SNP, informacje o ich lokalizacji zaczerpnigto z
bazy danych dbSNP NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) oraz  SNPper
(http://snpper.chip.org). W migjscu wystgpowania danego SNP, przeszukiwano sekwencjg w

programie Sequence Analysis v.5.2. W celu skatalogowania genotypéw dotyczacych
polimorfizméw w badanych genach, stworzono pliki programie Microsoft Excel dla kazdego
polimorfizmu zlokalizowanego w zakresie sekwencjonowanych rejondw gendw, niezaleznie
od tego, czy dany SNP u badanych oséb byt zr6znicowany czy tez nie.

Analizie poddano wszystkie polimorfizmy zlokalizowane w produktach PCR
poddanych sekwencjonowaniu. Dodatkowo, w przypadku genu podocyny, przeprowadzono
analiz¢ szesciu polimorfizmow technika sond typu TagMan. Otrzymane genotypy postuzyty
do obliczenia czgstosci aleli i genotypdw dla pacjentow z NS i 0s0b zdrowych. W tym celu
postuzono si¢ programem statystycznym Haploview. Nastgpnie przy pomocy testu
doktadnego Fishera sprawdzano, czy réznice czestosci alleli migedzy pacjentami i osobami
zdrowymi s istotne statystycznie. Ostatnim elementem byto obliczenie ilorazu szans (ang.
odds ratio, OR), ktéry wyraza powiazanie danego polimorfizmu z wystapieniem NS. OR

istotnie mnigjsze od jednosci wskazato, iz wariant polimorfizmu moze by¢ czynnikiem
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chroniacym przed wystapieniem choroby, zas OR istotnie wigksze od jednosci moze

Swiadczy¢ o podwyzszonym ryzyku zachorowania.

3.2.10.3. Badanie blokéw haplotypowych

W zwiazku z brakiem informacji na temat blokéw haplotypowych genéw NPHSL,
NPHS2 oraz WT1, drugim etapem badania byta analiza blokdw haplotypowych w oparciu o
przebadane polimorfizmy. Badanie obgmowalo SNP kodujace oraz niekodujace
zlokalizowane w poblizu granicy intron-ekson. Struktur¢ gendéw badano w oparciu 0
zroznicowane SNP. Dla kazdego genu przeprowadzono trzy niezalezne obliczenia: dla grupy
badang, kontrolngj oraz dla obu grup ujetych wspdlnie. W celu poznania struktury
wybranych gendw wykorzystano ogoélnodostepny program Haploview

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/), ktory wykorzystuje 3 algorytmy: Gabriel et al.

(53), Regute 4 gamet (Four gamete rule, 4GR) oraz Rdzen niezrownowazenia sprzezen (Solid
spine of LD, SSLD). W ninigjszej pracy postuzono si¢ jednym algorytmem — Gabriel et al.,
poniewaz jest on uwazany za najbardziej wiarygodny i wymagajacy w odniesieniu do
otrzymanych wynikOw, co zmniejsza ryzyko otrzymania falszywie pozytywnych relagji
migdzy badanymi polimorfizmami SNP. Okreslenie struktury gendbw moze by¢ wyrazone w
postaci kilku wartosci matematycznych, w niniejszej pracy postuzono sic wartoscia R?, ktéra
jest miara LD informujaca o tym, czy analizowane SNP sa ze soba powiazane i czy wspdlnie
segreguja. R® okresla prawdopodobienstwo wspéinej segregacji danych polimorfizméw.
Szacuje sig, ze wartosé¢ ta powinnawynosi¢ okoto 0.7 (70%).

Po otrzymaniu genotypow wszystkich badanych SNP dla pacientow NS i osob
zdrowych, przygotowano zakodowane pliki w formacie .txt, w ktérych nukleotydom
odpowiadaty wartosci numeryczne. Adening zastapiono cyfra 1, cytozyne cyfra 2, guaning —
cyfra 3, a tyming — cyfra 4. Dodatkowo, dla kazdego genu, rowniez w formacie .txt,
stworzono plik zawierajacy nazwg badanych polimorfizméw SNP w danym genie oraz ich
lokalizacje¢ wyrazona liczbowo. Informacje o lokalizacji kazdego SNP zaczerpnigto z bazy
danych dbSNP NCBI.

Po wprowadzeniu zakodowanych numerycznie genotypow oraz plikow informujacych
o lokalizacji SNP, z wykorzystaniem programu Haploview obliczano wartosci
niezrbwnowazenia sprzezen. W celu jasnej wizualizacji wynikow, w opcjach wybrano
przedstawienie wynikéw w postaci R? oraz w skali szarosci. Kolor bialy na schemacie
struktury genu oznaczat brak sprzgzenia, zas czarny — wysoka kosegregacje pary SNP. Liczby
na diagramach oznaczaty wartosci R? dla par SNP, ktére zbiegaja sie w danym kwadracie. W
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opcji analizy wybrano algorytm Gabriel et al, ktéry sposréd trzech mozliwych do wyboru, byt
najbardzigg wiarygodnym oraz najbardzig wymagajacym. Pozostate dwa algorytmy, 4
Gamete Rule oraz Solid Spine of LD, czesto generuja fatszywie pozytywne wyniki i obecnosé
blokéw haplotypowych w przypadkach, gdy nie dochodzi do wspdlnej segregacji

polimorfizméw SNP.

3.2.11. Redl-time PCR z wykorzystaniem sond typu TagMan

W przypadku genu podocyny analiza polimorfizméw SNP przebiegta w dwoch
niezaleznych badaniach. Oprocz sekwencjonowania wykonano genotypowanie z
wykorzystaniem sond typu TagMan, ktore przeprowadzono na grupie 33 pacjentow NS oraz
91 osdb zdrowych bez objawdw NS.

Oprocz  sekwencjonowania, wykorzystano  alternatywna  technikg  analizy
polimorfizméw SNP opierajaca si¢ na reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. real time
PCR). Metoda pozwolita szybko przeanalizowa¢ wybrane polimorfizmy SNP w genie NPHS2
i zostata wykorzystana jako wstepny etap badan poprzedzajacy sekwencjonowanie. Real-time
PCR to technika szybka i relatywnie tania, i cho¢ ilos¢ otrzymanych danych jest ograniczona,
wyniki pozwolity na test skriningowy pacjentdbw z NS. Etep ten miat na celu selekcje
pacjentow, ktorzy w kolejnym etapie zostali poddani sekwencjonowaniu DNA.

Technika molekularna wykorzystujaca sondy typu TagMan polega na wykorzystaniu
zmodyfikowanych oligonukleotydow komplementarnych do interesujacej sekwencji, czyli
sond zaopatrzonych w dwa znaczniki: barwnik fluorescencyjny o znanej diugosci $wiatta
wzbudzajacego i emitowanego oraz wygaszacz, ktérego fizyczna bliskosé, blokuje zdolnosci
fluorescencyjne barwnika. W przypadku przytaczenia dangj sondy komplementarnej do
badang sekwengji, znajdujaca si¢ w mieszaninie reakcyjnej polimeraza wydtuzata powstgjacy
produkt, odcingjac napotkany wygaszacz. Barwnik fluorescencyjny byt wéwczas aktywny i
emitowat swiatto odpowiednigj dtugosci, ktore byto rejestrowane jest przez termocykler
zaopatrzony w detektor. W celu analizy wybranych polimorfizméw SNP w genie NPHS2 do
mieszaniny reakcyjnej dodawane byty: matrycaw postaci genomowego DNA, odczynnik Pre-
designed SNP Genotyping Assay zawierajacy: startery specyficzne amplifikowanej sekwencji
i dwie sondy TagMan komplementarne do wariantow polimorfizmu, de wyznakowane
roznymi barwnikami oraz uniwersalny TagMan Genotyping MasterMix zawiergacy:
polimerazg, dNTP oraz odpowiednie sole. Odczynniki wykorzystane do analizy SNP poprzez
sondy typy TagMan przedstawia Tabela 14. Reakcje rea-time PCR prowadzone byty w
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objetosci 5 pl na ptytkach 384-dotkowych na urzadzeniu 7900HT Fast Real-Time PCR firmy
Applied Biosystems. Skiad mieszaniny reakcyjnej przedstawia Tabela 15. Wszystkie

przeanalizowane ta metoda SNP zostaty zbadane z wykorzystaniem uniwersalnego programu

amplifikacyjnego, ktérego parametry przedstawia Tabela 16.

W wyniku reakcji real-time PCR w pojedynczym etapie mozliwe byto okreslenie, czy

badany osobnik jest homozygota czy tez heterozygota w odniesieniu do wybranego

polimorfizmu. Technika sond typu TagMan zostala wykorzystana do zbadania, czy u

pacjentéw z zespotem nerczycowym polimorfizmy zlokalizowane blisko znanych mutacji w

genie NPHS2 wystepuja w wariantach zmienionych.

Tabda 14. Odczynniki wykorzystane do reakdji real-time PCR z sondami typu TagMan.

Odczynnik

Producent

Numer katal ogowy

Pre-designed SNP Genotyping Assay Stock 20x

Applied Biosystems | 4351379

TagMan Genotyping Master Mix

Applied Biosystems | 4371355

Woda wolna od nukleaz (Nucl ease-free water, not
DEPC-treated)

Ambion, Applied AM9930

Biosystems

Tabda15. Sktad mieszaniny reakcyjng real-time PCR z sondami typu TagMan

Odczynnik Dodawana objetos¢
Pre-designed SNP Genotyping Assay Stock 20x (sondy TagMan + startery) 0,25 ul

TagMan Genotyping Master Mix 25ul

Nucl ease-free water, not DEPC-treated 0,25 ul

Genomowy DNA 2ul

Catkowita obj¢tos¢ reakgi PCR 5ul

Tabda 16. Parametry programu amplifikacyjnego reakdi real time PCR z sondami TagMan.

Etap reakdji Wstepna Denaturacja |Annedling / | Liczbacykli
sekwencjonowania | denaturaga Elongacja
Temp. / czas 95°C/10min |92°C/15sek |60°C/1min |40
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4. Wyniki

41. Uzyskanie materiatu do badan genetycznych i opracowanie bazy danych.

Od pacjentow z NS oraz 0os6b zdrowych otrzymano ilosci DNA mieszczace si¢ w
granicach od 4,8 ng/pl do 76,3 ng/ul, co stanowito wystarczajaca ilos¢ do przeprowadzenia
badan genetycznych. Pomiary stosunku absorbancji fal o dtugosci 260/280 nm wykazaty, ze
30 probek nie miescito si¢ w przedziale 1,8-2,0, co oznacza obecnos¢ zanieczyszczen w
postaci biatek lub soli, zas 94 probki wykazywaty pomiar w granicach 1,8-2,0, co $wiadczy o
dobrej jakosci materiatu do badan.

Wyniki pomiaru stezenia DNA oraz wartosci stosunku absorbancji 260/280 nm
pacjentbw z NS przedstawia tabela 17. Analogiczne informacje o grupie kontrolnej
przedstawia Tabela 18.
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Tabda 17. Informacj e dotyczace stezenia oraz czystosci izolatbw DNA pacjentéw z NS.

Lp. Kod pagjenta Stezenie DNA [ng/ul] Absorbang a 260/280 nm
1 K72 19,5 1,86
2 K75 4.8 2,07
3 K77 8 19
4 K81 64,2 19
5 K82 31,2 1,87
6 K83 27,1 1,80
7 K84 67,4 1,87
8 K85 57 1,92
9 K89 61,7 1,80
10 K94 26,3 2
u K96 42,6 1,78
12 K98 23,6 1,74
13 K100 26,2 1,92
14 K102 28,5 181
15 K103 38,6 1,78
16 K104 24,5 1,91
17 K106 25,2 1,85
18 K107 15,3 2,06
19 K108 17,7 1,93
20 K110 34,2 153
21 K111 14,8 1,95
22 K115 28,8 1,84
23 K119 10,6 2,07
24 K122 68,5 1,82
25 K123 47,7 1,85
26 K126 67 1,83
27 K128 21,6 2,03
28 K131 13,1 1,89
29 K132 76,3 181
30 K134 29 1,8
31 K139 13,3 17
32 K147 29,3 1,96
33 K162 38,5 181
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Tabda 18. Informacje dotyczace stezenia oraz czystosci izolatbw DNA grupy kontrolng.

Lp. Kod osoby z grupy Stezenie DNA [ng/ul] Absorbancja 260/280 nm
kontrolng
1 C1 29 1,6
2 c2 26,9 1,65
3 C3 23,5 1,89
4 C4 34,8 18
5 C5 23,6 1,84
6 C6 17,7 1,91
7 c7 47,7 1,86
8 C8 16,5 1,87
9 Cc9 26,2 1,95
10 C10 20,4 1,74
u cu 26,8 1,72
12 C12 19,7 1,68
13 C13 19,7 1,68
14 Cl4 27,6 1,87
15 C15 35,4 1,83
16 C16 36,2 1,85
17 C17 23 1,86
18 C18 27,9 1,82
19 C19 28,7 1,85
20 C20 38,2 1,96
21 c21 39,6 1,84
22 Cc22 31,6 1,98
23 C23 12,7 2
24 C24 23,2 1,93
25 C25 48,6 1,87
26 C26 32 1,98
27 c27 26,9 1,98
28 Cc28 39,7 1,87
29 C29 28,4 1,94
30 C30 23,2 1,95
31 C31 16 1,94
32 C32 30,1 181
33 C33 25,4 1,84
34 C34 19,8 2
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Lp. Kod osoby z grupy kontrolnej Stezenie DNA [ng/ul] Absorbancja 260/280 nm
35 C35 38,1 1,86
36 C36 234 1,99
37 C37 24,7 1,82
38 C38 28,4 1,91
39 C39 18,4 1,77
40 C40 25,9 2,06
41 C41 14,3 1,74
42 C42 15 2,06
43 C43 19,1 1,97
44 C44 22,5 1,97
45 C45 16,1 1,82
46 C46 18,3 2,03
47 C47 17,9 2,05
48 C48 26,3 1,88
49 C49 275 1,68
50 C50 15 1,69
51 C51 20,7 1,46
52 C52 29,5 1,92
53 C53 60,1 1,84
54 C54 244 1,88
55 C55 35,4 2,11
56 C56 39,5 1,96
57 C57 21 1,61
58 C58 34,2 1,68
59 C59 41,9 1,81
60 C60 245 1,82
61 C61 28,4 1,75
62 C62 57,6 1,80
63 C63 33,8 1,8
64 Co64 23,6 1,69
65 C65 29,6 1,80
66 C66 32,6 1,81
67 Cc67 45,2 1,80
68 C68 38,5 1,83
69 C69 32,9 1,84
70 C70 27,6 1,80
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Lp. Kod osoby z grupy Stezenie DNA [ng/ul] Absorbancja 260/280 nm
kontrolng

71 C71 26,5 1,83
72 C72 35,6 1,87
73 C73 32,8 1,9
74 C74 43,5 1,88
75 C75 31,6 1,96
76 C76 26,8 1,91
77 cr7 229 1,97
78 C78 24 1,92
79 C79 36,6 1,96
80 C80 30,8 1,93
81 Cc81 25,9 1,73
82 C82 26,7 1,83
83 C83 25,9 1,73
84 cs84 32,8 1,94
85 C85 32,4 1,88
86 C86 28,1 1,81
87 c87 27,8 18
88 C88 31,8 1,88
89 C89 34,6 1,94
0 C9o0 30,9 1,91
91 Co1 28,9 1,81
4.2. Otrzymanie fragmentéw kodujacych genéw NPHS1, NPHS2 i WT1 do

analiz genetycznych

Elektroforetycznie rozdzielono wszystkie otrzymane produkty PCR dla pacjentow z
NS oraz os6b zdrowych. Prazek na zelu przedstawia produkt PCR odpowiednej dtugosci.

Wynik rozdziatu elektroforetycznego fragmentu 6 genu nefryny osob zdrowych: C751i
C76 oraz pacjentdbw z NS. K77, K94, K100, K103, K115, K119, K123, K132, K128
przedstawia Rycina 4.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(100bp) C75 C76 K77 K94 K100 K103 K115 K119 K123 K132 K128 neg
r- —— A I SR SN G — G— CE—  g—

Ryc. 4. Rozdzial produktéw PCR (fragment Nef 6, 1181 p.z.). Neg — kontrola negatywna, M — marker diugosci
100bp, pozostate préby to osoby zdrowe oraz pacjenci z NS.

Rycina 5 przedstawia amplikony fragmentu 8 genu nefryny osob zdrowych C75 i C76
oraz pacjentéw z NS: K77, K94, K100, K103, K115, K119, K123, K132.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
(100bp) C75 C76 K77 K94 K100 K103 K115 K119 K123 K132 neg
¥ -«
- —— R S ) e S S— ——

Ryc. 5. Rozdzial produktéw PCR (fragment Nef 8, 579 p.z.). Neg — kontrola negatywna, M — marker diugosci
100bp, pozostate préby to osoby zdrowe oraz pacjenci z NS.

Wynik rozdziatu elektroforetycznego fragmentu 3 genu podocyny pacjentow z NS:

K72, K75, K82, K84, K94, K102, K103, K107, K109, K111, K119 przedstawia Rycina 6.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
K72 K75 K82 K84 K9 K102 K103 K107 K109 K111 K119 neg M(100bp)

(1

Ryc. 6. Rozdzia produktéw PCR (fragment Pod3, 412 p.z.). Neg — kontrola negatywna, M — marker diugosci
100bp, pozostate préby to pacjenci z NS.

Rycina 7 przedstawia amplikony fragmentu 8 genu podocyny pacjentow z NS: K72,
K75, K82, K84, K94, K102, K103, K107, K109, K111, K119.
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Pod8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
K72 K75 K82 K84 K94 K102 K103 K107 K109 K111 K119 neg M(100bp)

[l

Ryc. 7. Rozdzia produktéw PCR (fragment Pod8, 544 p.z.). Neg — kontrola negatywna, M — marker diugosci
100bp, pozostate préby to pacjenci z NS.

Wynik rozdziatu elektroforetycznego fragmentu 5 genu WT1 osoby zdrowej C76 oraz
pacjentéw z NS: K94, K100, K103, K115, K119, K123, K128, K132, K147, K131, K107,
K139, K77, K111 przedstawia Rycina 8.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

(100bp) C76 K94 K100 K103 K115 K119 K123 K128 K132 K147 K131 K107 K139 K77 K111
- —

-—— Faea R EE S S — e L S —

Ryc. 8. Rozdzal produktéw PCR (fragment WT1_5, 353 p.z.)., M — marker dtugosci 100bp, pozostate proby to

osoba zdrowa oraz pacjenci z NS.

Rycina 9 przedstawia amplikony fragmentu 9 genu WT1 osoby zdrowej C76 oraz
pacjentéw z NS: K94, K100, K103, K115, K119, K123, K128, K132, K147, K131, K107,
K139, K77, K111.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
(100bp) C76 K94 K100 K103 K115 K119 K123 K128 K132 K147 K131 K107 K139 K77 K111
= -
| — e W R ——

Ryc. 9. Rozdzial produktéw PCR (fragment WT1_9, 416 p.z.)., M — marker dtugosci 100bp, pozostate proby to

osoba zdrowa oraz pacjenci z NS.
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4.3. Analiza sskwencji genow NPHS1, NPHS2 i WT1

Sekwencje kodujace trzech genéw dla pacjentéw z NS oraz 0sdb zdrowych otrzymano
w dwoch formatach, pliku tekstowego oraz graficznego wykresu w postaci pikow. Wyniki
sekwencjonowania niejednokrotnie nie pozwaaty na przeprowadzenie analizy genetyczng i
wymagaty powtornej amplifikacji. W rezultacie otrzymano sekwencje DNA dobrej jakosci,
oznaczone jako niebieskie stupki na Rysunku 1. Otrzymana jakos¢ sekwencji amplikonow
byta wystarczajaca do przeprowadzenia badania pod katem poszukiwania mutacji oraz
analizy znanych polimorfizmow SNP.

Rysunek 10 przedstawia wynik sekwencjonowania fragmentu 3 genu podocyny u
pacjenta K72 w formie tekstowey.
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Ryc. 10. Odczyt sekwencji fragmentu genu podocyny u pagjenta z zespotem nerczycowym w postaci pliku
tekstowego, fragment Pod3, pacjent K72.

Rysunek 11 przedstawia czastkowy wynik sekwencjonowania fragmentu 3 genu
podocyny pacjenta K72 w formie wykresu z pikami fluorescencji obrazujacymi jakos¢
odczytu. Jest to fragment zawiergjacy wszystkie piki dobre jakosci. Z kolel rysunek 12 to
inny fragment tego samego amplikonu pacjenta K72, jednak zawiergjacy niektére piki
stabszej jakosci oznaczone kolorem zottym oraz czerwonym.
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wysokosci pi kéw fluorescencyjnych sekwencji DNA z pojedynczymi pikami stabszej jakosci, fragment Pod3.

Ryc 12. EI ektroforegram fragmentu genu podocyny u pacjenta K72 z zespolem nerczycowym przedstaquqcy
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4.3.1. Andiza zaleznosci genotypowo-fenotypowych

W wyniku analizy sekwencji trzech gendw zbadano podtoze genetyczne u 33
pacjentéw z NS, sposrod ktorych u dwdch NS wykryto w trzecim miesigcu zycia, au jednego
w piatym miesiacu zycia. Migdzy pierwszym, atrzecim rokiem zycia pierwszy rzut wystapit u
osemnastu pacjentéw, natomiast miedzy czwartym, a dziesiatym rokiem zycia u pigciu
pacjentéw. Najpdzniej, miedzy jedenastym a pigtnastym rokiem zycia, NS wykryto u siedmiu
pacjentéw. Biopge wykonano u 21 pagientow: u 4 wykryto FSGS, u 5 zmiany minimalne
(ang. minimal change disease, MCD), za$ niedojrzatos¢ kigbuszkéw (N) u 4. Zmiany w
postaci mezangialnej proliferacjii (MP) dotyczyty 11 pacjentw, natomiast btoniasto-
rozplemowe kebuszkowe zapalenie nerek (MPGN) jednego. U 12 pacjentow biopga nie
zostala wykonana. W badangj grupie zastosowano zréznicowane leczenie, w terapii
wykorzystano glikokortykosteroidy (GK), cyklosporynge A (CsA), cyklofosfamid (CF),
mykofenolan mofetilu (MMF) oraz Rituksimab (Rtx). Catkowita remige¢ (ang. tota
remission, TR) odnotowano u 15 pacjentdéw, czgsciowa (ang. partial remission, PR) u 13
pacjentéw, zas brak remisji (ang. no remission, NR) u 2 pacjentéw. Dwdch pacjentow jest
poddawanych dializoterapii, natomiast jeden pacjent zmat w wyniku nawrotu.
Przeprowadzona ankieta wykluczyta dodatkowe schorzenia u 25 pacjentéw z NS, natomiast u
8 wystepowaly towarzyszace choroby takie jak alergia, reumatoidalne zapalenie sawdw (ang.
rheumatoid arthritis, RA), astma, brodawczak, naczyniak, tuszczyca oraz choroby serca

Podtoze molekularne w postaci mutacji w przebadanych genach zidentyfikowano u 17
pacjentéw z NS; 9 posiadato mutacje w genie NPHSL, 1 pacjent posiadat mutacje w genie
NPHSL i NPHS2, zas 1 w genach NPHS1 i WT1. Mutacje w genie NPHS2 wykryto u 6
pacjentéw, a wytacznie w WT1 u jednego. Wsrdd 17 pacjentéw posiadgjacych mutacje w
ktérymkolwiek ze zbadanych genéw, 15 nie odpowiadatlo na leczenie GK; jeden miat
pierwszy rzut NS, a jeden trzeci rzut NS. W tg grupie u 3 pacjentow zaobserwowano
catkowita remisjg, u 9 czesciowa remisje, natomiast u 2 pacjentow brak remisji. Dwdjka
dzieci jest obecnie dializowana, a jeden pacjent zmart w wyniku powiktan. U pacjentdw
posiadajacych podioze molekularne NS pierwszy rzut wystapit w réznym wieku; u 4 dzieci w
pierwszym roku zycia, u 6 w drugim roku zycia, u 3 w trzecim roku zycia. U pozostatych 4
pacjentéw bedacych nosicielami mutacje choroba ujawnita si¢ odpowiednio w wieku: pigciu,
jedenastu, trzynastu i pigtnastu lat. U pozostatych 16 pacjentéw nie wykryto mutacji w
zadnym z trzech sekwencjonowanych gendw. Szczegdtowe informacje dotyczace przebiegu

klinicznego choroby oraz podtoza molekularnego NS przedstawia Tabela 109.
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Tabela 19. Przebieg kliniczny choroby u pacjentéw z NS

Wiek

Aktualny

LP. K.Od rozpoznania | Rozpoznanie Biopsga ] LTl ] stan Aktl.jal y Wspohstrle_jqce Podtoze molekularne NS Status mutacji pocziewany CRHT
pacjenta : immunosupresyjne Ao wiek schorzenia biatku
(lata/mies) kliniczny
1 K77 2/0 SRNS N, MP GK, CF, CsA, MMF, TR 6 - NPHS1 (Ex1+2T>A) heterozygota brak
Rtx
2 | K100 2/0 SRNS niewykonano GK, CF, CsA PR 15 - NPHSL (Ser 421 Asn, G>A) | heterozygota 4' domena lg
NPHSL1 (Arg 1008 Lys, G>A) | heterozygota domena FN3
3 | K103 0/3 SRNS FSGS GK, CF, CsA, MMF, PR 19 naczyniak NPHSL1 (Ile 183 Leu, A>C) | heterozygota 2'domenalg
Rix (watroba) NPHSL (Asp 310 Asn, insA) | homozygota 3'domenalg,
zmiana tadunku
4 K115 2/0 SRNS MP GK, CF, CsA, MMF, PR 18 brodawczak NPHSL (Ala 423 Pro, G>C) heterozygota 4' domena lg
Ritx
5| Ki23 2/0 SRNS FSGS GK, CF, CsA TR 19 - NPHSL (Val 655 Met, G>A) | heterozygota 6' domena lg
6 | K132 0/3 SRNS niewykonano GK, CsA DIALIZY 0.5 - NPHSL (Thr 42 Arg, C>G) heterozygota 1'domenalg,
zmiana tadunku
NPHSL (Ser 1157 Phe, C>T) | heterozygota ogon cytozolowy,
zmiana polarnosci
7 | K147 2/6 SRNS niewykonano GK, CsA PR 2 - NPHSL (Gly 270 Asp, G>A) | heterozygota | 3' domena lg, zmiana
tadunku, polarnosci
NPHSL1 (Ala 658 Ser, G>T) | heterozygota 6' domenalg,
zmiana polarnosci
NPHSL (Arg 1008 Lys, G>A) | heterozygota domena FN3
8 | K131 2/0 I NS niewykonano GK, CF TR 4 - NPHSL (Ser 1157 Phe, C>T) | heterozygota ogon cytozolowy,
zmiana polarnosci
9 | K139 2/6 SRNS niewykonano GK, CF PR 3 - NPHSL (Thr 761 Ser, A>T) | heterozygota 7' domenalg
NPHSL (Arg 1008 Lys, G>A) | heterozygota domena FN3
NPHSL1 (Arg 1088 GIn, G>A) | heterozygota | domenatransbtonowa
10 | K119 10 SRNS FSGS GK, CsA ZGON 2 - NPHSL (Thr 18 Ser, A>T) heterozygota zZmianaw CzgsCi
niefunkcjonal nej
NPHSL (Ex1+2T>A) heterozygota brak
NPHS2 (Arg 229 GIn, G>A) | heterozygota zmiana tadunku
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Tabela 19. Przebieg kliniczny choroby u pacjentow z NS

Wiek

Aktualny

Kod 8 g Ao Leczenie Aktualny | Wspdtistniejace . - Spodziewany
LP. pacjenta rozp’(zlzsnanla Rozpoznanie Biopsga immunosupresyjne klifltiiny B T —— Podtoze molekularne NS | Status mutacji efekt w biatku
11 K128 2/6 SRNS niewykonano GK, CF PR 3 astma, alergia NPHSL1 (Pro 227 Arg, heterozygota 2' domenalg,
C>G) zmiana tadunku,
polarnosci
WT1 (Pro 257 Pro, A>T) heterozygota brak
12 K102 15 SRNS MP GK, CsA, MMF NR 17 - NPHS2 (Val 290 M, heterozygota domena
G>A) stomatynowa
13 K107 2/0 INS niewykonano GK PR 2 alergia NPHS2 (Pro 150 Pro, heterozygota domena
T>A) stomatynowa
NPHS2 (Leu 139 GlIn, heterozygota domena
T>A) stomatynowa
14 K108 13 SRNS MP GK, CsA, MMF PR 15 tuszczyca NPHS2 (A>G, Intron 7) heterozygota brak
15 K126 11 SRNS MP GK, CsA, Ritx NR 11 - NPHS2 (A>G, Intron 7) heterozygota brak
16 K134 5 SRNS MP GK, CF, CsA, DIALIZY 16 - NPHS2 (A>G, Intron 7) heterozygota brak
MMF
17 K72 0/5 SRNS MP, GS GK, CF, CsA, PR 9 - WT1 (Va 303 lle, G>A) heterozygota nieznana
MMF, Rix
18 K75 6 SRNS MP GK, CsA, MMF, TR 11 - -
Rtx
19 K81 3/0 INS N, MP GK, CF TR 8 - -
20 K82 9 SRNS MCD GK, CsA, MMF, PR 9 - -
Rtx
21 K83 3/0 INS niewykonano GK TR 3 - -
2 K84 15 SRNS MPGM GK, CsA. MMF, PR 18 - -
Rtx
23 K85 3/0 INS MP GK TR 6 - -
24 K89 12 SRNS MCD Gk, CsA, Rtx PR 12 - -
25 K94 3/0 SRNS MCD, N GK, CF, CsA, TR 11 - -
MMF
26 K96 3/0 V NS niewykonano GK TR 9 - -
27 K98 7 SRNS MP GK, CF, CsA, PR 17 WZW (B) -
MMF
28 K104 15 INS FSGS GK, MMF TR 16 RA -
29 K106 15 INS niewykonano GK TR 16 choroba serca -
30 K110 3/0 SRNS MCD, N GK, CF TR 11 - -
31 K111 3/0 INS niewykonano GK, CsA TR 2 - -
32 K122 6 INS niewykonano GK TR 7 - -
33 K162 2/0 SRNS MCD GK, CF, CsA, TR 35 - -
MMF, Rix
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4.3.1.1. Analiza mutacji punktowych w genie NPHSL

Pierwszym genem poddanym analizie mutacji byt gen kodujacy nefryng, NPHSL. Gen
nefryny zbudowny jest z 28 eksondw, jednak ze wzgledu na ich maty rozmiar oraz fizyczna
bliskos¢, mozliwe byto ich objecie w 10 amplikonach. Produkty reakcji PCR pozwolity na
poznanie sekwencji wigcej niz jednego eksonu. Informacje o lokalizacji eksonéw w produktach
PCR zawiera Tabela 20. Wigkszos¢ amplikondw pozwolita na zbadanie 3 eksondw, natomiast

ostatni amplikon (Nef10) obemowat az 5 ostatnich eksondw.

Tabela 20. Lokalizacja poszczegdlnych eksondéw genu nefryny w produktach PCR.

Produkt |Nefl |Nef2 |Nef3 |Nef4 | Nefb Nef6 Nef7 Nef8 |Nef9 |Nefl0
PCR

Ekson 1234 |5 6,7,8 19,10,11 |12,13,14 | 15,16,17 | 18,19,20 | 21,22 |23 24,25,26,27,28

W wyniku przeprowadzonych analiz, w rgjonach kodujacych genu nefryny u pacjentow z
NS zidentyfikowano tacznie 15 mutacji, w tym 1 nagranicy intron-ekson, 1 mutacj¢ niekodujaca i
13 mutacji kodujacych. Wszystkie mutacje wykryto u pacjentdw z SRNS. Czternascie mutacji
miato charakter substytucji, a jedna insercji pojedynczego nukleotydu (adeniny). Zadna ze
zidentyfikowanych mutacji nie zostata wykryta w grupie kontrolnej. Po dwie zmiany
zidentyfikowano w eksonie 1, eksonie 10 i eksonie 15. Trzy mutacje wystapity u wigceg niz
jednego pacjenta z SRNS: mutacja niekodujaca w intronie 1 zlokalizowana byta u 2 pacjentow z
SRNS, mutacja Arg 1008 Lys w eksonie 22 zidentyfikowana zostata u 3 pacjentow z SRNS i
mutacja Ser 1157 Phe zlokalizowana w eksonie 27 zostata zidentyfikowana u 2 pacjentéw z
SRNS. Pozostate 12 mutacji punktowych zostato zidentyfikowanych w pojedynczej probce DNA.
W sumie mutacje w genie nefryny posiadato 11 pacjentéw, w tym dwoje dzieci miato takze
mutacj¢ odpowiednio w genie podocyny oraz WT1. Zmiany w genie nefryny posiadato zatem
79% pacjentdw, u ktorych zbadano sekwencje NPHSL. SzczegGtowe zestawienie mutagji
przedstawia Tabela 21.
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Tabela 21. Informacje dotyczace mutagji zidentyfikowanych w genie NPHSL u pacjentéw z zespotem nerczycowym.

Lp. | Nazwa Lokalizacja Typ zmiany Zmiana nukleotydowa | Status mutacji |Liczba pacjentéw z
mutacja
1 |Thr 18 Ser Ekson 1 Kodujaca C/ G (ACT/AGT) Heterozygota |1
2 |c.58+2T>A Intron 1 Niekodujaca |T/A Heterozygota |2
3 |Thr42Arg Ekson 2 Kodujaca C/G(ACG/AGG) |Heterozygota |1
4 |llel83Leu Ekson 5 Kodujaca A/C(ATC/CTC) Heterozygota |1
5 |Pro227Arg Ekson 6 Kodujaca C/G(CCC/CGC) |Heterozygota |1
6 |Gly270Asp Ekson 7 Kodujaca G/A(GGC/GAC) |Heterozygota |1
7 |0.7846_7847insA | Ekson7/Intron8 | Kodujaca InsercjaA Heterozygota |1
8 |Asp310As Ekson 8 Kodujaca G/A (GAC/AAC) Homozygota |1
9 |Ser421Asn Ekson 10 Kodujaca G/A (AGT/AAT) |Heterozygota |1
10 |Ala423Pro Ekson 10 Kodujaca G/ C(GCC/CCC) |Heterozygota |1
11 |Val 655 Met Ekson 15 Kodujaca G/A(GTG/ATG) Heterozygota |1
12 | Ala658 Ser Ekson 15 Kodujaca G/T(GCG/TCT) Heterozygota |1
13 | Thr 761 Ser Ekson 17 Kodujaca A/T(ACT/TCT) Heterozygota |1
14 | Arg 1008 Lys Ekson 22 Kodujaca G/A(AGA/AAA) |Heterozygota |3
15 | Arg 1088 Gln Ekson 24 Kodujaca G/A(CGG/CAG) |Heterozygota |1
16 | Ser 1157 Phe Ekson 27 Kodujaca C/T(TCT/TTT) Heterozygota |1

4.3.1.2. Analiza mutacji punktowych w genie NPHS2

Drugim genem poddanym analizie mutacji byt gen kodujacy podocyng, NPHS2. Gen

podocyny zbudowny jest z 8 eksondw, z ktorych kazdy namnozono w osobnej reakcji PCR. Ze
wzgledu na duza fizyczna odlegtos¢ eksondw nie byta mozliwa amplifikacja kilku fragmentéw
kodujacych w pojedynczym amplikonie.

W wyniku przeprowadzonych analiz w rejonach kodujacych genu podocyny u pacjentéw
chorujacych na NS zidentyfikowano facznie 5 mutacji: 4 kodujace oraz 1 niekodujaca. Wszystkie
wykryte mutacje zidentyfikowano u pacjentow, ktorzy nie odpowiedzieli na leczenie
glikokortykosteroidami (SRNS). Dwie mutacje w eksonie 3 zostaly wykryte u tego samego
pacjenta (K107). W eksonie 3 wykryto 2 mutacje, pozostate zlokalizowane byty w eksonie 5 i
intronie 7. Mutacj¢ kodujaca w eksonie 5 zidentyfikowano u pojedynczego pacjienta, a
niekodujaca w intronie 7 zidentyfikowano u 3 pacjentéw z SRNS. Mutacja niekodujacaw intronie
1 zostata zidentyfikowana u 2 pacjentdw z zespotem nerczycowym oraz u 1 pacjenta z grupy
kontrolng. Pozostate mutacje nie zostaty zidentyfi kowane w grupie kontrolnej. W sumie w genie
podocyny mutacje zidentyfikowano u szesciu pacjentéw, sposréd ktorych jeden posiadat
dodatkowo dwie mutacje w genie nefryny. Podtoze molekularne w przypadku genu NPHS2
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wykryto zatem u 27% pacjentéw poddanych analizie genetycznej podocyny. Szczegbtowy opis

mutacji przedstawia Tabela 22.

Tabela 22. Informacje dotyczace mutagji zidentyfikowanych w genie NPHS2 u pacjentéw w zespotem nerczycowym.

Lp. |Nazwa Lokalizacja Typ zmiany Zmiana nukleotydowa Charakter Liczba _ pacjentéw
zmiany z mutagja

1 |Pro 150 Pro Ekson 3 Kodujaca T/A(CCT/CCA) Heterozygota |1

2 |Leu139GIn Ekson 3 Kodujaca T/A(CTG./ CAG) Heterozygota |1

3 |Arg229GIn Ekson 5 Kodujaca G/A (CGA/CAA) Heterozygota |1

4 |Val 290 Met Ekson 7 Kodujaca G/A(GTG/ATG) Heterozygota |1

5 |c217C>T Intron 7 Niekodujaca |A/G Heterozygota |3

4.3.1.3. Analiza mutacji punktowych w genie WT1

Trzecim genem poddanym analizie mutacji byt gen kodujacy biatko guza Wilmsa 1, WT1.

Gen WT1 zbudowany jest z 10 eksondow, ktore namnozono w dziewigciu reakcjach PCR.

Fragment drugi (WT21_2) umozliwit poznanie sekwencji dwdch eksondw, drugiego i trzeciego,

dzicki ich fizycznej bliskosci. Pozostate eskony amplifikowano w osobnych reakcjach PCR.

Analizie poddano caty fragment kodujacy, w przeciwienstwie do wigkszosci opublikowanych

prac, w ktorych badano jedynie ekson 8i 9 (116).

W wyniku przeprowadzonych analiz, w rejonach kodujacych genu WT1 u pacjentéw

chorujacych na NS zidentyfikowano dwie kodujace mutacje zlokalizowane w eksonie 1 i 2. Kazda

wykryto u pojedynczego pacjenta z SRNS, zatem mutacje w genie WT1 dotyczyly 14%

przebadanych dzieci. Szczegbty dotyczace znalezionych mutacji przedsawia Tabela 23.

Znalezione mutacje nie zostaty wykryte u zadnego pacjenta z grupy kontrolnej.

Tabela 23. Informacje dotyczace mutagji zidentyfikowanych w genie WT1 u pacjentéw w zespotem nerczycowym.

Lp. |Nazwa Lokalizacja Typ zmiany Zmiananukleotydowa | Charakter Liczba pacjentéw
zmiany Z mutacja

1 |Pro257Pro Ekson 1 Kodujaca A/T(CCA/CCT) Heterozygota |1

2 |va 303lle Ekson 2 Kodujaca G/A(GTT/ATT) Heterozygota |1

4.3.2. Andiza polimorfizméw SNP

Drugim etapem badan byta analiza polimorfizméw SNP w obrebie genéw NPHS1, NPHS?

oraz WT1.
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4.3.2.1. Analiza polimorfizméw SNP w genie NPHSL

Uzyskane sekwencje pozwolity na wykrycie 26 polimorfizméw SNP: 15 zlokalizowanych
w eksonach oraz 11 zlokalizowanych w intronach. Najwigcej polimorfizméw wystgpowato w
eksonie 10 (4 SNP). Z kolei amplikon Nef10 zawierat najwigcej SNP (7), za$ fragmenty Nefl i
Nef4 pozwolity wykty¢ po 5 SNP. Szczegbtowe informacje o wariantach nukleotydowych oraz
ich lokalizacji przedstawia Tabela 24.

Tabela 24. Polimorfizmy SNP w genie nefryny wykryte w wyniku sekwencjonowania.

Lp. Nazwa SNP Warianty nukleotydowe Lokalizacjaw genie Lokdizacjaw produkcie
PCR
1 rs2285450 CIT Ekson 3 Nefl
2 rs3814995 G/A Ekson 3 Nefl
3 rs412175 AlG Intron 3 Nef 1
4 rs8113675 T/C Intron 3 Nef 1
5 rs396178 G/A Intron 3 Nef 1
6 rs34673364 G/C Ekson 6 Nef 3
7 rs35238405 AlG Eskon 6 Nef 3
8 rs34982899 CIT Ekson 7 Nef 3
9 rs417786 CIT Intron 9 Nef 4
10 rs34320609 T/C Ekson 10 Nef 4
1 rs33950747 AlG Ekson 10 Nef 4
12 rs392702 CIT Ekson 10 Nef 4
13 rs28939695 G/A Ekson 10 Nef 4
14 rs34761059 CIT Ekson 14 Nef 5
15 rs528950 G/A Intron 14 Nef 5
16 rs2073901 C/A Ekson 17 Nef 6
17 rs437168 CIT Ekson 17 Nef 6
18 rs10426635 G/C Intron 21 Nef 8
19 rs34277375 CIT Ekson 23 Nef 9
20 rs4806213 AlG Ekson 24 Nef 10
21 rs466452 CIT Intron 24 Nef 10
22 rs4805141 G/A Intron 24 Nef 10
23 0.25440C>T C/T Intron 24 Nef 10
24 rs28538468 T/G Intron 25 Nef 10
25 rs2071327 AlIG Ekson 27 Nef 10
26 rs731934 CIT Intron 27 Nef 10
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Wyniki dla pacjentow z NS przedstawiajace odczyty genotypow stanowia Zatacznik nr 5,
a os0b z populacji kontrolnej — Zatacznik nr 6. Zataczniki te byly podsawa do analizy
statystycznej.

Sposrdd zbadanych polimorfizméw 19 wystgpowato w 1 wariancie allelicznym, a 7 w
dwéch wariantach allelicznych. Do SNP wystepujacych w jednym wariancie allelicznym
nalezaty: rs2285450 (C), rs412175 (A), rs8113675 (T), rs396178 (G), rs34673364 (G),
rs35238405 (A), rs34982899 (C), rsA417786 (C), rs34320609 (T), rs392702 (C), rs28939695 (G),
rs34761059 (C), rs528950 (G), rs273901 (C), rs437168 (C), rsl0426635 (G), rs34277375 (C),
rs4806213 (A), rs28538468 (T). W nawiasie podano wariant alleliczny wykryty u wszystkich
przebadanych 0sdb z grupy badanej i kontrolngl. SNP wystepujace w dwoéch wariantach
alelicznych obgmowaly: rs3814995, rs33950474, rs466452, rs4805141, @.25440C>T,
rs2071327, rs7/31934.

Obliczenia statystyczne przeprowadzono w odniesieniu do siedmiu SNP wystepujacych w
dwéch wariantach allelicznych. W oparciu 0 dane genotypowania obliczono czgstosci
wystgpowania poszczeg6lnych wariantow alelicznych oraz genotypowych w grupie badang i
kontrolng. W przypadku dwdéch polimorfizméw, rs33950474 (nr 2) i rs4805141 (nr 4), u
pacjentdbw z NS zidentyfikowano dwa warianty alleliczne, a u osob zdrowych tylko wariant
natywny. Te SNP nie sa zatem zréznicowane w przebadane) grupie 0sdb zdrowych, za$ sa
zr6znicowane u przebadanych pacjentéw z NS. Czestosci aleli i genotypow w kazdym zbadanym
SNP byty rézne w grupie badanegj i kontrolng. U pacjentébw z NS cztery polimorfizmy
(rs3814995, rs466452, r2071327, rs731934) wystepowaty w 3 wariantach genotypowych, a trzy
polimorfizmy (rs33950474, rs4805141, g.25440C>T) w dwoch wariantach genotypowych. Z
kolei w grupie kontrolnej trzy SNP (rs3814995, rs2071327, rs731934) wystgpowaty w trzech
wariantach genotypowych, dwa polimorfizmy (rs466452, g.25440C>T) w dwoch wariantach
genotypowych i dwa polimorfizmy (rs33950474, rs4805141) w jednym wariancie genotypowym.
Wyniki przedstawiono w Tabeli 25.
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Tabela 25. Czestosci aleli i genotypdw zbadanych polimorfizméw SNP w genie nefryny u 0sdb z grupy badang i

kontrolngj.
Czestosa aldi Czestosci genotypow
b | Nezwa St Grupa badana Grupa Grupa badana Grupa kontrolna
kontrolna

1 [rs3814995 |G:0.69, A: 0.31|G: 0.68, A: 0.32 | GG: 0.46, AA: 0.08 GA: 0.46 | GG: 0.50, AA: 0.15, GA: 0.35
2 |rs33950474 |G: 0.96, A: 0.04 | G: 1.00, A: 0.00 | GG: 0.92, AA: 0.00, GA: 0.08| GG: 1.00, AA: 0.00, GA: 0.00
3 |rs466452 C:0.81,T: 0.19| C: 0.80, T: 0.20 | CC: 0.69, TT: 0.08, CT: 0.23 | CC: 0.60, TT: 0.00, CT: 0.40
4 (rs4805141 |G: 0.96, A: 0.04|G: 1.00, A: 0.00| GG: 0.92, AA: 0.00, GA: 0.08| GG: 1.00, AA: 0.00, GA: 0.00
5 |g.25440C>T | C: 0.81, T: 0.19 | C: 0.90, T: 0.10 | CC: 0.92, TT: 0.00, CT: 0.38 | CC: 0.80, TT: 0.00, CT: 0.20
6 |rs2071327 |A:0.50, G: 0.50|A: 0.53, G: 0.47|AA: 0.31, GG: 0.31,AG: 0.38| AA: 0.35, GG:0.30, AG: 0.35
7 |rs731934 C: 065, T: 0.35| C: 0.60, T: 0.40 | CC: 0.54, TT: 0.23,CT: 0.23 | CC:0.45, TT: 0.25, CT: 0.30

W dwbch przypadkach (rs33950474, rs4805141) dla grupy kontrolneg nie otrzymano

wyniku odnosnie zgodnosci z niezrbwnowazeniem Hardy-Weinberga (ang. Hardy-Weinberg

Equilibrium, HWE), poniewaz SNP w tej grupie wystgpowaty w jednym wariancie allelicznym.

Wszystkie pozostate SNP w obu badanych grupach byty zgodne z prawem HWE. Otrzymane

wyniki nie wykazaty istotnych statystycznie réznic w czegstosci wystepowania wariantow SNP

migdzy pacjentami z NS i osobami zdrowymi. Otrzymane wartosci P byty wigksze od 0,05;

miescity si¢ w granicach od 0,3009 do 1. Obliczone wartosci ilorazu szans (ang. odds ratio, OR)

wynosity od 0,201 do 1,259. Wyniki przeprowadzong analizy statystycznej zostaty przedstawione

w Tabeli 26.
Tabela 26. Obliczenia statystyczne dotyczace SNP w genie nefryny.

Lp.| NazwaSNP | Badanagrupa | X testu P X2 Zgodnosé¢ z prawem HWE (P<0,05) P OR (95% CI)
Grupa badana
1 |rs3814995 0,764 0,090 Tak 1,0000 1,083
Grupa kontrolna 0.366 0818 Tak
Grupa badana 0,885 0,021 Tak
2 | rs33950474 0,3939 0,201
Grupa kontrolna brak brak -
Grupa badana Tak
3 | rs466452 0,34 0,860 1,0000 1,050
Grupa kontrolna 0.264 1.250 Tak
Grupa badana Tak
4 | rs4805141 0,885 0,021 0,3939 0,210
Grupa kontrolna brak brak -
Grupa badana Tak
5 | g.25440C>T 0391 | 0.737 03009| 0,467
Grupa kontrolna 0619 0247 Tak
Grupa badana Tak
6 | rs2071327 0,405 0,692 1,0000 1,105
Grupa kontrolna 0182 1.779 Tak
Grupa badana Tak
7 | rs731934 0,077 3,123 0,7963 1,259
Grupa kontrolna 0.094 2813 Tak
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4.3.2.2. Analiza polimorfizméw SNP w genie NPHS2

Zweryfikowano 6 polimorfizméw SNP w genie NPHS2. Cztery polimorfizmy
(rs12568913, rs5005771, rs3818587, rs4399118) znajdowaty si¢ w niedalekiej odlegtosci od
mutacji opisanych u pacjentow z NS. Trzy sposrod tych polimorfizméw (rs5005771, rs3818587,
rs4399118) zlokalizowane byty w eskonie 8. Dwa SNP (rs2026014, rs3829795) zlokalizowane
byty w rejonie promotorowym genu. Lista polimorfizméw przeanalizowanych z wykorzystaniem
sond typu TagMan oraz ich lokalizacje i odlegtos¢ od znanch mutacji punktowych podocyny
zawiera Tabela 27. Wyniki otrzymane ta metoda postuzyty do wybrania pacjentéw poddanych w

kolejnym etapie sekwencjonwaniu gendw.

Tabela 27. Polimorfizmy SNP przeanalizowane metoda sond TagM an.

Lp. Nazwa SNP Lokalizacjaw genie Sasiadujaca mutacja Odlegtos¢ od mutagji (pz)
1 rs2026014 Promoator
2 rs3829795 Promoator
3 rs12568913 Ekson 5 V180atg 47
Q215X 56
4 rs5005771 Ekson 8 A297V 1
E310V 37
5 rs3818587 Ekson 8 R322G 73
6 rs4399118 Ekson 8 R322G 170

Sposrdd 6 polimorfizmow, 3 wystgpowaty w jednym wariancie allelicznym, nalezaty do
nich: rs2026014 (A), rs5005771 (C), rs4399118 (C), w nawiasie podano wariant nukleotydowy
wykryty u wszystkch przebadanych osdb. Polimorfizm rs5005771 znajduje si¢ blisko dwadch
mutacji, jednak nie byt zr6znicowany w przebadanej grupie osob. Trzy SNP wystapity w dwéch
wariantach allelicznych, nalezaty do nich: rs3829795 (A / G), rs12568913 (A / G), rs3818587 (C/
T). Polimorfizm rs12568913 jest potozony blisko dwéch mutacji skojarzonych w NS i byt
polimorficzny w badanej grupie osob.

Wsréd  zroznicowanych  polimorfizméw, zmiana rs3829795 wystgpowata w uktadzie
heterozygotycznym (AG) u 18 pacjentéw z NS, w tym u 14 z SRNS, 3 z | rzutem NSi 1 z lll
rzutem NS. Z kolei polimorfizm rs3818587 wystapit w wariancie heterozygotycznym (CT) u 10
dzieci chorujacych na zespét nerczycowy, w tym u 7 pacjentdw z SRNSi 3 z | rzutem NS. Trzeci
zr6znicowany polimorfizm, rs12568913, wystapit u wszystkich zbadanych pacjentéw w uktadzie
heterozygotycznym, co zaprzecza prawu réwnowagi HWE. Polimorfizm rs12568913 zostat

ponownie zbadany metoda sekwencjonowania wykazujac, zew wszystkie osoby posiadaty
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genotyp CC. Oznacza to, ze sonda TagMan przylaczata si¢ niespecyficznie zatem nie spetniata
swojej funkcji. Problem ten dotyczyt takze wszystkich osdb z grup kontrolnej. Fakt ten zogtat
zgtoszony producentowi sondy.

Wyniki dla pacjentow z NS stanowia Zatacznik nr 7, a dla populacji kontrolngj —
Zatacznik nr 8. Zalaczniki te przedstawiaja tabele z odczytanymi genotypami badanych szesciu
SNP dla kazdg przeanalizowang osoby w grupy badane i kontrolnej.

Analizg polimorfizméw w oparciu o wyniki sekwencjonowania przeprowadzono na grupie
22 pacjentéw z zespotem nerczycowym (21 dzieci z SRNS, 1 dziecka z | rzutem NS) oraz u 30
dzieci bez objawdw NS. Zbadano 15 polimorfizméw SNP, w tym 14 kodujacych i 1 niekodujacy.
Najwigcej SNP, w ilosci 5, zlokalizowanych byto w eksonie 8, natomiast w eksonie 4 zbadano 4
polimorfizmy. Szczegbtowe informacje o wariantach nukleotydowych oraz ich lokalizacji
przedstawia Tabela 28.

Tabela 28. Polimorfizmy SNP w genie podocyny wykryte w wyniku sekwencjonowania.

Lp. Nazwa SNP Warianty nukleotydowe Lokalizacjaw genie Lokalizacjaw produkcie
PCR
1 rs12748598 T/G Intron 1 Pod 1
2 rs3738423 CIT Ekson 2 Pod 2
3 rs12240233 T/C Ekson 3 Pod 3
4 rs6687787 AIT Ekson 4 Pod 4
5 rs12401711 CIT Ekson 4 Pod 4
6 rs16854341 T/C Ekson 4 Pod 4
7 rs12401708 CIT Ekson 4 Pod 4
8 rs12568913 CIT Ekson 5 Pod 5
9 rs61747728 G/A Ekson 5 Pod 5
10 rs11808359 AlIG Ekson 7 Pod 7
1 rs5005771 G/A Ekson 8 Pod 8
12 rs1410592 CIT Ekson 8 Pod 8
13 rs3818587 AlG Ekson 8 Pod 8
14 rs4399118 CIT Ekson 8 Pod 8
15 rs1410591 C/G Ekson 8 Pod 8

Wyniki dla pacjentébw z NS w postaci tabel przedstawigjacych genotypy osobno dla
kazdego pacjenta z NS stanowia Zatacznik nr 9, a grupy kontrolngj — Zatacznik nr 10. Genotypy
stanowity punkt wyjscia do obliczen statystycznych.

Sposrdd zbadanych 15 polimorfizméw, 7 wystepowato w jednym wariancie allelicznym,
nalezaty do nich: rs12748598 (T), rs12240233 (T), rs6687787 (A), rs16854341 (T), rs12568913
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(C), rsB005771 (G), rsA4399118 (C). W nawiasie podano wariant nukleotydowy wykryty u
wszystkich przebadanych osob z grupy badanej i kontrolnej. Osiem polimorfizméw wystgpowato
w dwoéch wariantach allelicznych, nalezaty do nich: rs3738423, rs12401711, rs12401708,
rs61747728, rs11808359, rs1410592, rs3818587, rs1410591.

Przeprowadzona analiza dwoma technikami pozwolita w sumie na uzyskanie genotypdw
17 polimorfizméw SNP, poniewaz 4 polimorfizmy (rs12568913, rs5005771, rs3818587,
rs4399118) zostaly zbadane obiema technikami. Dzigki temu mozliwa byta weryfikacja
otrzymanych genotypow.

Obliczenia statystyczne przeprowadzono w odniesieniu do dziewigciu polimorficznych
SNP. W oparciu 0 dane genotypowania obliczono czgstosci wystgpowania poszczegdlnych
wariantdbw w grupie badanej i kontrolnej. Wszystkie polimorficzne SNP wystepowaty w obu
wariantach allelicznych zaréwno w grupie badanej, jak i kontrolnel. W grupie badang cztery
polimorfizmy (rs12401711, rs12401708, rs1410592,
wariantach genotypowych, a pig¢ polimorfizméw (rs3829795,

rsl410591) wystgpowaly w trzech
rs3738423, rs61747728,
rs11808359, rs3818587) wystgpowato w dwoch wariantach genotypowych. Z kolei w grupie
kontrolng szes¢ polimorfizmow (rs12401711, rs12401708, rs61747728, rs11808359, rs1410592,
rs1140591) wystepowato w trzech wariantach genotypowych, a trzy polimorfizmy (rs3829795,
rs3738423, rs3818587) wystepowalty w dwdch wariantach genotypowych. Zaden polimorfizm nie
wystepowat w jednym wariancie genotypowym. Wyniki przedstawiono w Tabeli 29.

Tabela 29. Czestosci alldi i genotypéw zbadanych polimorfizméw SNP w genie podocyny u 0sob z grupy badane i

kontrolngj.

Czestosci dleli Czestosci genotypdw

Nazwa SNP

Lp.

Grupa badana

Grupa kontrolna

Grupa badana

Grupa kontrolna

rs3829795

A:0.33, G: 0.67

A:0.28, G:0.72

AA: 0.00, GG: 0.34, AG: 0.66

AA:0.00, GG: 0.44, AG: 0.56

rs3738423

C: 091, T: 0.09

C:0.88, T: 0.12

CC:0.82, TT: 0.00, CT: 0.18

CC:0.76, TT: 0.00, CT: 0.24

rsl2401711

C:0.71, T: 0.29

C:0.72, T: 0.28

CC:0.50, TT: 0.09, CT: 0.41

CC: 0.53, TT: 0.10, CT: 0.37

rs12401708

C:0.73, T: 0.27

C:0.72, T: 0.28

CC: 0.55, TT: 0.09, CT: 0.36

CC:0.53, TT: 0.10, CT: 0.37

rs61747728

G:0.98, A:0.02

G:0.93, A: 0.07

GG:0.96, AA: 0.00, GA:0.04

GG: 0.90, AA:0.03, GA: 0.07

rs11808359

A:0.98, G:0.02

A: 083, G: 0.17

AA: 0.95, GG: 0.00, AG: 0.05

AA:0.70, GG: 0.03, AG: 0.27

rs1410592

C:0.36, T: 0.64

C:0.35, T: 0.65

CC:0.14, TT: 0.41, CT: 0.45

CC:0.06, TT: 0.37, CT: 0.57

rs3818587

C:0.11, T: 0.89

C:0.07, T: 0.93

CC:0.00, TT: 0.77, CT: 0.23

CC:0.00, TT: 0.85, CT: 0.15

Ol N OOl W[IN|PF

rsl410591

C:0.50, G: 0.50

C:0.63, G: 0.37

CC:0.32, GG: 0.32, CG: 0.36

CC: 0.37,GG: 0.10, CG: 0.53
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W przypadku jednego polimorfizmu, rs3829795, otrzymany rozktad genotypow nie byt

zgodny w prawem Hardy-Weinberga, zaréwno dla pacjentow z NS, jak i dla osdb zdrowych.

Rozktad pozostatych osmiu SNP byt zgodny z prawem H-W w obu badanych grupach. W

przypadku jednego SNP, rs11808359, otrzymano wynik istotny statystycznie, poziom istotnosci

wynosit 0,023, natomiast iloraz szans osiagnal wartos¢ 8,6 (przedziat ufnosci: 1,057-69,961).

Wariant tego polimorfizmu wystapit u 21 sposrod badanych 22 pacjentow z NS, wariant nie

wystapit u jednego pacjentaz SRNS. W przypadku siedmiu polimorfizméw nie wykazano istotnej

statystycznie réznicy w czestosci wystepowania aleli miedzy grupami badana i kontrolna.

Otrzymane wartosci P byly wigksze od 0,05, miescity si¢ w granicach od 0,2280 do 1.

Obliczone wartosci OR wynosity od 0,579 do 1,581. Wyniki przeprowadzong analizy
statystycznej zostaty przedstawione w Tabdi 30.

Tabela 30. Andiza statystyczna SNP w genie podocyny u pacjentéw z zespotem nerczycowym i u osob zdrowych.

Zgodnosé¢ z prawem HWE

(P<0,05) P
Lp. | NazwaSNP| Badanagrupa | X’testuP | X* OR (95% Cl)
Grupa badana i
1 | rs3829795 0009 | 6883 Nie Brak brak
Grupakontrolna| 90004 | 12,461 Nie
Grupa badana 0,639 0,222 Tak
2 | rs3738423 0,7533 1,370
Grupa kontrolna 0,460 0,546 Tak
Grupa badana Tak
3 | rs12401711 0,935 0,007 1,0000 0,948
Grupa kontrolna 0.595 0.283 Tak
Grupa badana Tak
4 | rs12401708 0,69 0,153 1,0000 1,054
Grupa kontrolna 0595 0283 Tak
Grupa badana Tak
5 | rs61747728 0,913 0,012 0,3931 1,047
Grupa kontrolna 0011 6.467 Tak
Grupa badana Tak
6 | rs11808359 0,913 0,012 0,0230 8,600
Grupa kontrolna 0827 0.048 Tak
Grupa badana Tak
7 | rsl410592 0,933 0,007 1,0000 1,061
Grupa kontrolna 0179 1.807 Tak
Pacjenci ZN Tak
8 | rs3818587 0,548 0,361 0,3730 1,581
Grupa kontrolna 0.468 0526 Tak
Pacjenci ZN Tak
9 | rsl410591 0,201 1,636 0,2280 0,579
Grupa kontrolna 0417 0.660 Tak
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4.3.2.3. Analiza polimorfizméw SNP w genie WT1

Uzyskane sekwencje pozwolity na okreslenie genotypdéw 21 polimorfizméw SNP: 11
kodujacych i 10 niekodujacych. Nagwiecg polimorfizméw, w liczbie trzech, byto
zlokalizowanych w eksonie 6, eksonie 7 i eksonie 9. Szczegdtowe informacje o wariantach

nukleotydowych oraz ich lokalizacji przedstawia Tabela 31.

Tabela 31. Polimorfizmy SNP w genie WT1 wykryte w wyniku sekwencjonowania.

Lp. Nazwa SNP Warianty nukleotydowe Lokalizacjaw genie Lokdizacjaw produkcie
PCR
1 rs2234583 CIT Ekson 1 WTL 1
2 rs9332973 G/A Ekson 1 WTL 1
3 rs9332974 CIT Ekson 2 WTL 2
4 rs2234584 CIT Ekson 2 WTL1 2
5 rs5030168 GIT Intron 2 WTL 2
6 rs2295081 AlG Intron 4 WTL 3
7 rs61889223 AlG Intron 4 WTL1 4
8 rs5030208 CIT Intron 5 WTL1 4
9 rs2234590 AlG Ekson 6 WTL1 5
10 rs17855567 AlG Ekson 6 WTL1 5
n rs5030274 T/C Intron 6 WTL1 6
12 rsl6754 AlG Ekson 7 WTL1 6
13 rs2234592 CIT Intron 7 WTL1 6
14 rs2234593 AlC Intron 7 WTL 7
15 rs28942089 CIT Ekson 8 WTL 7
16 rs28941777 T/C Ekson 9 WTL1 8
17 rs28941779 T/C Ekson 9 WTL1 8
18 rs28941778 G/A Ekson 9 WTL1 8
19 rs1799937 CIT Intron 9 WTL1 9
20 rs2234594 G/A Intron 10 WTL1 9
21 rs5030315 AlIG Intron 10 WTL1 9

Wyniki dla pacjentébw z NS w postaci tabel przedstawigjacych genotypy osobno dla
kazdego pacjentaz NS stanowia Zatacznik nr 11, agrupy kontrolnej — Zatacznik nr 12. Genotypy
stanowity punkt wyjscia do obliczen statystytcznych. Sposrdd analizowanych polimorfizméw u
zbadanych 0sdb 15 wystepowato w jednym wariancie allelicznym, nalezaty do nich: rs9332973
(G), rs9332974 (C), rs2234584 (C), rs5030168 (G), rs61889223 (A), rs5030208 (C), rs2234590
(A), rsl7855567 (A), rsb030274 (T), rs2234592 (C), rs28942089 (C), rs28941777 (T),
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rs28941779 (T), rs28941778 (G), r2234594 (G). W nawiasie podano wariant nukleotydowy
wykryty u wszystkich przebadanych osdb z grupy badane i kontrolnej. Szes¢ SNP wystgpowato
w dwoch wariantach allelicznych, nalezaty do nich: rs2234583, rs2295081, rs16754, rs2234593,
rs1799937, rs5030315. Obliczenia statystyczne przeprowadzono w odniesieniu do szesciu
zréznicowanych SNP. W oparciu o dane genotypowania obliczono czgstosci wystgpowania
poszczegdl nych wariantow w grupie badanej i kontrolng).

Wszystkie zréznicowane SNP wystgpowaty w obu wariantach allelicznych zaréwno w
grupie badang jak i kontrolngl. W grupie badanej trzy polimorfizmy (rs2295081, rsl6754,
rs1799937) wystepowaty w trzech wariantach genotypowych, a trzy polimorfizmy (rs2234583,
rs2234593, rs5030315) wystgpowato w dwoch wariantach genotypowych. Z kolei w grupie
kontrolng dwa polimorfizmy (rs2295081, rs1799937) wystgpowaly w trzech wariantach
genotypowych, a cztery polimorfizmy (rs2234583, rs16754, rs2234593, rs5030315) wystepowaty
w dwdch wariantach genotypowych. Zaden polimorfizm nie wystepowat w jednym wariancie

genotypowym. Wyniki przedstawiono w Tabeli 32.

Tabela 32. Czestosci aldi i genotypdw zbadanych polimorfizméw SNP w genie WT1 u osdb z grupy badane i

kontrolngj.

Czestosci dleli Czestosci genotypdw

Nazwa SNP

Lp.

Grupa badana

Grupa kontrolna

Grupa badana

Grupa kontrolna

rs2234583

C:0.93, T: 0.07

C:0.88, T: 0.12

CC:0.86,CT: 0.14, TT: 0.00

CC:0.75,CT: 0.25, TT: 0.00

rs2295081

A:0.75,G: 0.25

A:0.75,G: 0.25

AA: 0,57, AG: 0.36, GG: 0.07

AA: 0.55, AG: 0.40, GG: 0.05

rsl6754

A:0.89, G: 011

A:0.90, G: 0.10

AA: 0.86, AG: 0.07, AG: 0.07

AA:0.80, AG: 0.20, GG: 0.00

rs2234593

C:0.93, A: 0.07

C:0.93, A: 0.07

CC: 0.86, CA: 0.14, AA: 0.00

CC: 0.85, CA: 0.15, AA: 0.00

rsl799937

T:0.79,C: 0.21

T:0.75,C: 0.25

TT: 0.64, CT: 0.29, CC: 0.07

TT: 0.55, TC: 0.40, CC: 0.05

Ol W[IN|PF

rs5030315

A:0.96, G: 0.04

A:0.93, G: 0.07

AA:0.93, AG: 0.07, GG: 0.00

AA:0.85, AG: 0.15, GG: 0.00

Rozktad wszystkich szesciu SNP byt zgodny z prawem HWE w obu badanych grupach.

Otrzymane wyniki nie wykazaly istotnych statystycznie rOznic w czgstosci wystgpowania
wariantdbw SNP miedzy pacjentami z NS i osobami zdrowymi. Otrzymane wartosci P byty
wigksze od 0,05; miescity si¢ w granicach od 0,6380 do 1. Obliczone wartosci OR wynosity od
0,926 do 2,189. Wyniki przeprowadzonych obliczen statystycznych zostaty przedstawione w
Tabeli 33.
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Tabela 33. Obliczenia statystyczne dotyczace SNP w genie WT1.

Zgodnos¢ z prawem HWE
(P<0,05) P
Lp. | NazwaSNP| Badanagrupa | X?testu P X? OR (95% ClI)
Pacjenci ZN
1 |rs2234583 0.773 0,083 Tak 0,6912 1,857
Grupa kontrolna 0523 0.408 Tak
Pacjenci ZN 0,859 0,032 Tak
2 | rs2295081 1,0000 1,000
Grupa kontrolna 0,766 0,089 Tak
Pacjenci ZN Nie
3 | rsl6754 0,020 5,498 1,0000 0,926
Grupa kontrolna 0619 0247 Tak
Pacjenci ZN Tak
4 | rs2234593 0.773 0,083 1,0000 1,054
Grupa kontrolna 0717 0131 Tak
Pacjenci ZN Tak
5 | rs1799937 0,432 0,617 0,7797 1,222
Grupa kontrolna 0.766 0.089 Tak
Pacjenci ZN Tak
6 | rs5030315 0,890 0,019 0,6380 2,189
Grupa kontrolna 0717 0131 Tak

4.3.3. Badanie nezrownowazenia sprzezen na podstawie blokéw haplotypowych

4.3.3.1. Badanie struktury genu NPHS1

Na bazie genotypdw obliczono wartosci D’, LOD (logD), R?, Chi?, ktére wykorzystano do
zbadania niezrownowazenia sprzezen. Wyniki te stanowia odpowiednio: dla grupy badane
zatacznik nr 13, dla grupy kontrolnej — zatacznik nr 14, adlaobu grup razem — zatacznik nr 15.

Niezréwnowazenie sprzezen w genie nefryny dla 13 pacjentow z NS (12 dzieci z SRNSi 1
dziecka z | rzutem NS) otrzymana w oparciu o algorytm Gabriel et al. przedstawia Rycina 13, dla
grupy kontrolnej — Rycina 14, adla potaczonych grup badang i kontrolnej, Rycina 15. W oparciu
0 program Haploview, algorytm Gabriel et a. w genie NPHSL nie zidentyfikowano blokow
haplotypowych zaréwno w grupie badanej, kontrolnej jak i po potaczeniu obu grup.

Niezrownowazenie sprzezen w genie nefryny dla pacjentow z NS obejmuje osem SNP:
rs731934, rs2071327, g.25440C>T, rs466452, rs4806213, rs33950747, rs34982899, rs3814995.
W przypadku dwdéch SNP (rs731934, rs2071327) otrzymano wartosé R? réwna 52, co $wiadczy o
dos¢ wysokim niezrownowazeniu sprzezen u pacjentow z NS. W przypadku pozostatych par SNP
otrzymano wartosci R* mieszczace si¢ w granicach od 0 do 24, co wskazuje na brak powiazania

polimorfizméw w genie nefryny u pacjentéw z NS.
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Ryc. 13. Niezrownowazenie sprzezen w genie nefryny dla pacjentéw z zespotem nerczycowym, w oparciu
o algorytm Gabrid et al.

Niezréwnowazenie sprzezen w genie nefryny dla 0sdb zdrowych obejmuje dziesig¢ SNP:
rs731934, rs2071327, 9.25440C>T, rsA66452, rs4806213, rs437168, rs392702, rsAl7786,
rs412175, rs3814995. W przypadku czterech SNP (rs437168, rs392702, rs417786, rs412175)
otrzymano wartosci R? réwne 100, co $wiadczy o bardzo wysokim niezréwnowazeniu sprzezen u
0s0b zdrowych. Wynik taki otrzymano dla kazdel mozliwej kombinacji par SNP sposrod czterech
wymienionych polimorfizméw. W przypadku dwoch SNP (rs731934, rs2071327) otrzymano
wartos¢ R?réwna 60, co swiadczy o dosé wysokim niezréwnowazeniu sprzezen u 0s6b zdrowych.
W przypadku pozostatych par SNP otrzymano wartosci R? mieszczace si¢ w granicach od 0 do 27,

co wskazuje na brak powiazania tych polimorfizméw w genie nefryny u 0sdb zdrowych.
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Ryc. 14. Niezréwnowazenie sprzezen w genie nefryny dla gupy kontrolng, w oparciu o agorytm Gabriel
etal.

Niezrownowazenie sprzezen w genie nefryny dla pacgentbw z NS i osdb zdrowych
obgmuje dwanascie SNP: rs731934, rs2071327, g.25440C>T, rs466452, rs4806213, rs437168,
rs392702, rs33950747, rsA17786, rs34982899, rs412175, rs3814995. W przypadku czterech SNP
(rs437168, rs392702, rs417786, rs412175) otrzymano wartosci R? réwne 100, co swiadczy o
bardzo wysokim niezrownowazeniu sprzezen u przebadanych pacjentow z NS i 00b zdrowych
ujetych wspdlnie. Wynik taki otrzymano dla kazdej mozliwej kombinacji par SNP sposrod
czterech wymienionych polimorfizméw. W przypadku dwoch SNP (rs731934, rs2071327)
otrzymano wartos¢ R? réwna 57, co $wiadczy o dos¢ wysokim niezréwnowazeniu sprzezen u
przebadanych pacjentow z NS i 0sbb zdrowych ujetych wspdlnie. W przypadku pozostatych par
SNP otrzymano wartosci R? mieszczace si¢ w granicach od 0 do 26, co wskazuje na brak
powiazania tych polimorfizméw w genie nefryny u przebadanych pacjentéow z NS i osdb

zdrowych ujetych wspdlnie.

78



F

5466452
154806213 |
rs437168
15392702
133950747
1S34682890 .

=
n
5]
=]
-
=+
L
G
o

rs731934
rs2071327
rs417786
rs412175
rs3g14995

-
M
o
-
-

o 14 3 19 14

14 5 ] 1

0

Ryc. 15. Niezrbwnowazenie sprzezen w genie nefryny dla pacjentdw z zespotem nerczycowym i osob
zdrowych, w oparciu o algorytm Gabrid et al.

4.3.3.2. Badanie niezrownowazenia sprzezen w genie NPHS2

Obliczone wartosci D', LOD (logD), R?, Chi? zestawiono w postaci zalacznika 16 dla
grupy badanej, zatacznika 17 dla grupy kontrolnej, oraz zatacznika 18 dla obu grup razem.

Niezréwnowazenie sprzezen w genie podocyny dla pacjentéw z NS otrzymana w oparciu
o algorytm Gabriel et al. przedstawia Rycina 16, dla grupy kontrolnej — Rycina 17, a dla
potaczonych grup badanej i kontrolnej, Rycina 18.

Niezréwnowazenie sprzezen w genie podocyny dla 22 pacjentow z NS (21 dzieci z SRNS,
1 dziecka z | rzutem NS) obgimuje siedem SNP: rs1410591, rs3818587, rs1410592, rs11808359,
rs12401708, 12401711, rs3738423. W przypadku pary SNP rs3818587 i rs3738423 otrzymano
wartosé R? réwna 78, co swiadczy o wysokim niezréwnowazeniu sprzezen u pacjentow z NS, W
przypadku pary SNP rs12401708 i 12401711 otrzymano wartos¢ R? réwna 89, co $wiadczy o
wysokim niezrOwnowazeniu sprzezen u pacjentdbw z NS. W przypadku pozostatych par SNP
otrzymano wartosci R? mieszczace si¢ w granicach od 0 do 27, co wskazuje na brak powiazania

polimorfizméw w genie podocyny u pacjentow z NS.
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Ryc. 16. Niezréwnowazenie sprzezen w genie podocyny dla pacjentéw chorujacych na zespét nerczycowy,
w oparciu o algorytm Gabrid et al.

Niezrownowazenie sprzezen w genie podocyny dla osbb zdrowych obejmuje siedem SNP:
rs1410591, rs3818587, rs1410592, rs11808359, rs12401708, 12401711, rs3738423. W przypadku
pary SNP rs3818587 i rs3738423 otrzymano wartos¢ R? rowna 100, co $wiadczy o bardzo
wysokim niezrownowazeniu sprzezen u osob zdrowych. W przypadku pary SNP rs1410591 i
rs1410592 otrzymano wartosé¢ R? réwna 93, co $wiadczy o wysokim niezréwnowazeniu sprzezen
u osob zdrowych. W przypadku pary SNP rs12401708 i 12401711 otrzymano wartos¢ R? rowna
77, co swiadczy o wysokim niezrOwnowazeniu sprzgzen u osob zdrowych. W przypadku
pozostatych par SNP otrzymano wartosci R? mieszczace sic w granicach od 0 do 24, co wskazuje

na brak powiazania polimorfizméw w genie podocyny u 0sdb zdrowych.
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Ryc. 17. Niezrownowazenie sprzezen w genie podocyny dla grupy kontrolng, w oparciu o algorytm
Gabrid et al.
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Niezréwnowazenie sprzezen w genie podocyny dla pacjentéw z NS oraz 00b zdrowych
ujetych wspdlnie obgmuje siedem SNP: rs1410591, rs3818587, rs1410592, rs11808359,
rs12401708, 12401711, rs3738423. W przypadku pary SNP rs3818587 i rs3738423 otrzymano
wartos¢ R? réwna 90, co $wiadczy o wysokim niezréwnowazeniu sprzezen u pacjentéw z NS i
os0b zdrowych ujetych wspolnie. W przypadku pary SNP rs12401708 i 12401711 otrzymano
wartosé R? réwna 82, co $wiadczy o wysokim niezréwnowazeniu sprzezeh u pacjentéw z NS i
0s0b zdrowych ujetych wspolnie. W przypadku pary SNP rs1410591 i rs1410592 otrzymano
wartosé R?réwna 60, co swiadczy o dosé wysokim niezréwnowazeniu sprzezen u pacjentéw z NS
i 0s0b zdrowych ujetych wspdlnie. W przypadku pozostatych par SNP otrzymano wartosci R?
mieszczace si¢ w granicach od 0 do 17, co wskazuje na brak powiazania polimorfizméw w genie
podocyny u pacjentdbw z NS i 0osdb zdrowych ujetych wspdlnie. Zidentyfikowano jeden blok
haplotypowy obejmujacy dwa SNP (rs12240233, rs12401711).
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Rys. 18. Niezréwnowazenie sprzezen w genie podocyny dla pacjentéw z zespotem nerczycowym i osob

zdrowych, w oparciu o algorytm Gabrid et al.

4.3.3.3. Badanie niezrownowazenie sprzezen w genie WT1
Obliczone wartosci D', LOD (logD), R?, Chi? zestawiono w postaci zalacznika 19 dla
grupy badanej, zatacznika 20 dla grupy kontrolnej, oraz zatacznika 21 dla obu grup razem.
Niezréwnowazenie sprzezen w genie WT1 dla 14 pacjentdw z NS (12 dzieci z SRNS, 2
dzieci z | rzutem NS) otrzymana w oparciu o algorytm Gabriel et al. przedstawia Rycina 19, dla
grupy kotrolnej — Rycina 20, adla potaczonych grup badane i kontrolnej, Rycina 21.
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Niezrbwnowazenie sprzezen w genie WT1 dla pacjentbw z NS obgmuje szes¢ SNP:
rs5030315, rs1799937, rs2234593, rsl6754, rs2295081, rs2234583. W przypadku pary SNP
rs2234593 i rs2234583 otrzymano wartos¢ R? réwna 100, co $wiadczy o bardzo wysokim
niezrbwnowazeniu sprzezen u pacjentdw z NS. W przypadku pary SNP rs1799937 i rs2295081
otrzymano wartos¢ R? réwna 81, co $wiadczy o wysokim niezréwnowazeniu sprzezen u
pacjentow z NS. W przypadku pozostatych par SNP otrzymano wartosci R? mieszczace sic w
granicach od 0 do 48, co wskazuje na brak powiazania polimorfizméw w genie WT1 u pacjentow
ZNS.

rs5030315
11799937 «
rs2234593
rs16754
rs2295081 -
rs2234583

Ryc. 19. Niezréwnowazenie sprzezen w genie WT1 dla pag entéw z zespotem nerczycowym, w oparciu o
algorytm Gabrid et a.

Niezrbwnowazenie sprzezenh w genie WT1 dla osdb zdrowych obejmuje szes¢ SNP:
rs5030315, rs1799937, rs2234593, rsl6754, rs2295081, rs2234583. W przypadku pary SNP
rs5030315 i rs2234593 oraz pary rs1799937 i rs2295081 otrzymano wartosci R® réwne 100, co
Swiadczy o bardzo wysokim niezrownowazeniu sprzezen u o0sob zdrowych. W przypadku
pozostatych par SNP otrzymano wartosci R? mieszczace sic w granicach od 0 do 33, co wskazuje

na brak powiazania polimorfizméw w genie WT1 u 0sob zdrowych.
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Ryc. 20. Niezrownowazenie sprzezen w genie WT1 dla gupy kontrolngj, w oparciu o algorytm Gabriel et
al.

Niezréwnowazenie sprzezen w genie WT1 dla pacjentow z NS i osob zdrowych obgimuje
szes¢ SNP: rsb030315, rs1799937, rs2234593, rs16754, rs2295081, rs2234583. W przypadku
pary rsl799937 i rs2295081 otrzymano wartos¢ R? réwna 92, co $wiadczy o wysokim
niezrbwnowazeniu przezen dla pacjentow z NS i osob zdrowych. W przypadku pary SNP
rs5030315 i rs2234593 otrzymano wartos¢ R® réwna 78, co $wiadczy o wysokim
niezrbwnowazeniu sprzezen dla pacjentéw z NS i os0b zdrowych. W przypadku pozostatych par
SNP otrzymano wartosci R? mieszczace si¢ w granicach od 0 do 37, co wskazuje na brak

powiazania polimorfizméw w genie WT1 u pacjentow z NSi 0sdb zdrowych ujetych wspdinie.
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Ryc. 21. Niezréwnowazenie sprzezen w genie WT1 dla pacjentébw z zespotem nerczycowym i 0sob
zdrowych, w oparciu o algorytm Gabrid et al.
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5. Oméwienie wynikéw i dyskusja

Przeprowadzona analiza miata na celu zbadanie podioza genetycznego zespotu
nerczycowego u dzieci z Polski oraz wykazanie, czy zmiany na poziomie DNA pozwalaja na
wyjasnienie patogenezy NS. Badania molekularne wymagaja $cistej wspotpracy osrodkow
badawczych oraz klinicystow, poniewaz ich powodzenie w duzej mierze zalezy od wiasciwego
doboru homogennej grupy pacjentow oraz przeprowadzenia szczegbtowego wywiadu rodzinnego.
W dobie ery sekwencjonowania ludzkiego genomu medycyna pokilada wielkie nadzieje w
badaniach genetycznych, gdyz stanowia one klucz do wyjasnienia licznych choréb dziedzicznych.
Zmiany w DNA, tak odziedziczone jak i powstate de novo, ukazuja bowiem czy pacjent posiada
prawidtowe, funkcjonalne biatko, czy tez dochodzi do jego uszkodzenia. Co wigcej, poznanie
typu mutacji pozwala na oszacowanie konsekwencji dla funkcjonowania bariery filtracyjnej, co
dla nefrologa jest kluczowa informacja i pozwaa na podjgcie najlepszel decyzji odnosnie
zastosowania terapii.

Nadrzedna rola badan genetycznych jest wskazanie, czy u danego pacjenta wystepuja
powazne mutacje, zaburzajace funkcjonowanie biatka. Sekwencjonowanie informuje dodatkowo
0 zmianach polimorficznych, ktére pojedynczo nie stanowia 0 rozwoju choroby, jednak
analizowane w zespotach, moga wskaza¢ na obnizone lub podwyzszone ryzyko zachorowania.
Kompleksowa analiza genéw pozwala takze na okreslanie relacji miedzy polimorfizmami
lezacymi w jednym genie, co wyrazone jest poprzez niezrbwnowazenie sprzezen. Taka analiza
wymaga przebadania wielu pacjentéw i wowczas moze wskazac roznice w sposobie dziedziczenia
polimorfizméw migdzy osobami zdrowymi, a chorujacymi na dana chorobe. Identyfikacja takich
réznic mogtaby stanowi¢ nowe podejscie w diagnostyce molekularnej. Testy oparte o réznice w
niezrbwnowazeniu sprzezen na bazie SNP mogtyby stuzy¢ badaniu podatnosci na zachorowanie,
a zatem dotyczytyby gtéwnie cztonkdw rodzin pacjentéw chorujacych na chorobe dziedziczna.

Przeprowadzona analiza trzech gendéw, NPHSL, NPHS2 i WT1 pozwolita na weryfikacje
zarbwno mutagji, jak i polimorfizmoéw, a takze umozliwita zbadanie nizerbwnowazenia sprzezen
genéw NPHSL, NPHS? i WT1 na bazie SNP zlokalizowanych w eksonach.

Dane literaturowe wskazuja, ze mutacje genu nefryny sa duzo bardzig powazne w
skutkach w poréwnaniu z innymi genami zaangazowanymi w kigbuszkows bariere filtracyjna. W
badaniach Hinkes i wsp. wykazano, ze wsrod pacjentdw z mutacja obecna w genie nefryny, u

okoto 20% pacjentow doszto do schytkowej niewydolnosci nerek, a w konsekwencji do $mierci
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(120). Najczestszymi, wystepujacymi w 94% przypadkow, mutacjami genu nefryny w populacji
finskiej sa: delecia 2 par zasad w eksonie 2, nazwana “Fin major” oraz mutacja typu
nonsensownego W eksonie 26, nazwana “Fin minor” (92). Ich nast¢pstwem jest powstanie nefryny
0 mniejsze) masie czasteczkowej i zmieniongj strukturze (93). Wsrdd pacjentéw nie
posiadajacych finskich korzeni, mutacje Fin major i Fin minor wystepuja niezwykle rzadko.
Wsrdd  zidentyfikowanych mutacji w genie nefryny nie znalazty si¢ mutacje Fin major
(L41fsX90) ani Fin minor (R1109X). Co wigcg zidentyfikowane zmiany nie skutkowaty
skréceniem biatka, czyli kodonem STOP, ae zamiana jednego aminokwasu na inny. Ponadto
tylko jedna sposrod 15 zidentyfikowanych mutacji wystgpowata w uktadzie homozygotycznym,
pozostate zas wysiepowaty w uktadzie heterozygotycznym. Jest to niezwykle istotne z punktu
widzenia konsekwencji klinicznych, poniewaz zmiany w ukladzie heterozygotycznym oznaczaja,
ze pewna pula biatka powstaje w natywnej, niezmienionej formie i moze petni¢ swoja funkcje w
komérce. Pewna pule produkowanego biatka stanowi jednak czasteczka powstata ze
zmutowanego genu. Wykryta zmiana homozygotyczna, insercja adeniny, powodowata substytucje
kwasu asparaginowego na asparaging w aminokwasie 310 w trzecig domenie
immunoglobulinowej nefryny. W konsekwencji w migjscu tym doszio do zmiany tadunku z
ujemnego na neutralny. Mutacja ta wystapita u pacjenta K103, u ktérego mimo wieloletniego
leczenia (GK, CF, CsA, MMF), wciaz zachowana jest funkcja nerek. Nasuwa si¢ zatem wniosek,
iz wykryta mutacja nie prowadzi do schytkowe niewydolnosci nerek przed ukonczeniem
dwudziestego roku zycia. Zidentyfikowana zmiana homozygotyczna jest jednoczesnie jedyna
zidentyfikowana mutacja w miejscu splicingowym, na granicy intronu 7 i eksonu 8. W literaturze
natomiast zmiany na granicy intron/ekson sa czeste. W pracy Mbarek i wsp. u pacjentow z CNF
opisano bowiem cztery mutacje genu nefryny, w tym dwie w miejscu spicingowym przy eksonie
9 (118). Zmiany wptywajace na prawidiowe dojrzewanie mRNA stanowity zatem potowe
znalezionych zmian u pacjentébw z Tunezji, natomiast w badaniach przeprowadzonych u
pacjentéw z Wielkopolski, stanowity one zaledwie 7% zidentyfikowanych mutagji.

W przypadku mutacji heterozygotycznych nefryny najprawdopodobniej dochodzi do
zmian konformacyjnych i zatrzymania zmienionego biatka w retikulum endoplazmatycznym (ER)
(96), mozna zatem przypuszczat, ze u pacientdw posiadajacych takie zmiany tylko pula
prawidtowego biatka zostgje wbudowana w btong podocytow, gdzie petni swoja molekularna
funkcjg. Zatem faktyczna rola mutacji heterozygotycznych ogranicza si¢ do zmniejszenia ilosci
czasteczek nefryny budujacych bariere filtracyjna w poréwnaniu z osobami, u ktérych wszystkie
czasteczki sa prawidtowe i moga opusci¢ ER.
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Wczesnigjsze badania wykazaty, ze w u pacjentdbw z CNF mutacje nefryny dotycza w
gtownej mierze domen immunoglobulinowych (85), co potwierdzgja otrzymane wyniki. W
obrebie genu zidentyfikowano kilka goracych migjsc (ang. hot spot), w ktérych potencjalnie
wystepuje duzo mutacji. Sa one zlokalizowane w rejonach istotnych z punktu widzenia funkgji
nefryny, a zatem migdzy innymi w domenach immunoglobulinowych (85). Liczne mutacje
zlokalizowane s3 w domenach immunoglobulinowych numer 2, 4 i 7, ktére sa prawdopodobnie
istotne dla prawidtowego funkcjonowania biatka. Co wigcej, przeprowadzone przez Koziell i wsp.
analizy wskazuja, ze wszystkie mutacje typu missense zlokalizowane s3 w domenie
zewnatrzkomorkowej (85).

Wsrdd zidentyfikowanych 14 mutacji kodujacych NPHSL, dziesie¢ zlokalizowanych byto
w domenach immunoglobulinowych, ktore sa istotne dla zachowania prawidtowe struktury
biatka. We wspomnianych domenach numer 2, 4i 7 zidentyfikowano 6 mutacji, co stanowito 43%
znalezionych zmian w genie nefryny. Sposrod pozostatych zmian kodujacych, jedna
zlokalizowana byta w domenie transbtonows i jedna w ogonie cytozolowym. Obecnos¢ zmian w
réznych czesciach biatka potwierdzaja wyniki innych badaczy, kt6rzy wykazali obecnos¢ zmian
zarbwno w domenach cytoplazmatycznych, jak i zewnatrzkomorkowych (85).

Jedna ze zidentyfikowanych mutacji w genie NPHSL, zlokalizowana w ostatnim 27
eksonie, dotyczyta aminokwasu seryny o numerze 1157 i wystapita u dwéch pacjentéw, jednego z
SRNS i drugiego z Il rzutem NS. Jak wspomniano powyzej, znal eziona zmiana nie powodowata
przedwczesnej terminacji tancucha biatkowego, ale skutkowata substytucja na inny aminokwas
(fenyloalaning). Z kolei w literaturze wielokrotnie opisano inna mutacj¢ dotyczaca eksonu 27,
opisana jako R1160X, ktora powodowata nieznaczne skrocenie biatka Badania Koziell i wsp.
pokazuja, ze zmutowany allel wystepuje we wszystkich badanych rodzinach z Malty, a takze u
czgsci pacjentow pochodzacych z Azji. R1160X to mutacja nonsensowna, ktora ma charakter
recesywny, gdyz u zdrowych rodzicdw oraz rodzenstwa pacjentow zidentyfikowano ta mutacje w
postaci heterozygotycznej (85).

Zmiany w tancuchu proteinowym nie zawsze powoduja zaburzenia funkcji biatka
Szczegdlnie istotne jest zachowanie tadunku oraz polarnosci czasteczki, co wpltywa na jej
konformacjg. W zwiazku z tym szczegdlnie istotne sa mutacje, ktére zmienigja aminokwas o
danych cechach na aminokwas o cechach przeciwnych. Zidentyfikowano cztery mutacje
heterozygotyczne i jedna homozygotyczna zmieniajace tadunek aminokwasu oraz cztery mutacje
wptywajace na polarnos¢ czasteczki. Szczeg6lnie ciekawe sa dwie heterozygotyczne mutacje: Pro
227 Arg oraz Gly 270 Asp, ktére zmieniga zarowno tadunek, jak i polarnos¢ w tancuchu

proteinowym. Pierwsza mutacja (Pro 227 Arg), zlokaizowana jest w drugiej domenie |g, zmienia
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aminokwas hydrofobowy na hydrofilowy oraz tadunek neutralny na dodatni. Zostata ona
zidentyfikowana u pacjenta K128 z SRNS. Z kolei zmiana Gly 270 A zlokalizowana jest w
trzeciej domenie immunoglobulinowej, podobnie powoduje substytucje reszty niepolarnej na
polarna, ale tym razem przenos tadunek ujemny. Mutacja ta zostata zidentyfikowana u
chorujacego na SRNS pacjenta K147. Mutacja w glicynie 270 zostata juz wielokrotnie opisana u
pacjentbw z CNF, jednak w literaturze opisano przypadki zmiany na cysteing, a nie kwas
asparaginowy. Co ciekawe, ta mutacja czgsto wystepuje w uktadzie heterozygotycznym i
wspotwystepuje z innymi mutacjami heterozygotycznymi, co jest analogiczne z otrzymanymi
wynikami pacjenta K147. U tego opornego na leczenie steroidami pacjenta zidentyfikowano
bowiem az 3 mutacje w ukladzie heterozygotycznym w genie nefryny, z ktérych dwie
powodowaty zmiang polarnosci biatka. Dodatkowo materiat DNA pacjenta K147 sprawiat
trudnosci podczas andizy eksonu 8 11.

W literaturze opisano takze ciekawa mutacje¢ typu zmiany sensu, N188I, ktéra
najprawdopodobniej zaburza miegjsce N-glikozylacji petniace istotna role w mechanizmie
lokalizacji nefryny w btonie komorkowej (119). W przebadanej grupie dzieci z zespotem
nerczycowym takiej zmiany nie znaleziono, jednak zidentyfikowano potozona blisko mutacje
aminokwasu numer 183. Mutacja lle 183 Leu zidentyfikowana u jednego pacjenta SRNS (K 103)
by¢ moze rowniez zwigzana z prawidtowym dotaczeniem reszt cukrowych do czasteczki biatka

Przeprowadzona analiza genetyczna ujawnita grupg szesciu pacjentéw, ktérzy posiadaja
wigcel niz jedna mutacje w ukladzie heterozygotycznym w genie nefryny, u czterech
Zidentyfikowano dwie mutacje (K100, K103, K119, K132), a u dwdch - trzy mutacje (K147,
K139). Sposrdd tej grupy pacjent K132 przeszedt nefrektomig i jest obecnie diaizowany,
natomiast pacjent K119 zmart w wyniku nawrotu choroby. Jakie moze mie¢ to konsekwencje dla
terapii oraz obrazu klinicznego choroby? Istnigje kilka hipotez, poniewaz mutacje moga
wystgpowac na tej samej kopii genu lub na réznych kopiach. Wspomniano, ze zdecydowana
wigkszos¢ zmian w genie nefryny zatrzymuje biatko w ER i nie pozwala na jego witaczenie do
btony podocytow. Mozna zatem przypuszczac, ze u pacjentow posiadajacych wigce] mutacji ilosé
prawidtowych czasteczek jest jeszcze mniejsza niz u pacjentow dotknigtych pojedyncza zmiana w
DNA. Skala zmiany oraz ilos¢ uwalnianych czasteczek powinna by¢ proporcjonalna do liczby
mutacji, jednak w przypadku wspomnianych pacjentow nie zaobserwowano takiej zaleznosci.
Pacjent K103 pomimo dwdéch mutacji rozwinat zesp6t nerczycowy w trzecim miesiacu zycia,
zatem wczesnigj niz pacjent K147 posiadajacy trzy zmiany w DNA genu nefryny.

Analiza genu nefryny wykazata zmiany o charakterze heterozygotycznym, z jednym

wyjatkiem zmiany homozygotycznej. Wykazano zatem wplyw sekwencji genu NPHS1 na
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steroidooporny zesp6t nerczycowy. Natomiast przeprowadzone przez Koziell i in. badania innych
niz CNF zespotdw nerczycowych, po przeanalizowaniu 29 eksondw, intronéw oraz promotora
genu, wykazaty, ze pacjenci z wczesnym steroidoopornym zespotem nerczycowym nie posiadali
zadnej mutacji (85).

Analiza niezrownowazenia sprzezen trzech genéw, NPHSL, NPHS2 i WT1, zwraca uwage
na réznice migdzy badanymi grupami. Roznice sa widoczne przede wszystkim w genie nefryny
po poréwnaniu pacjentdw z NS i 0sdb zdrowych. U pacjentéw zaleznosci migdzy parami SNP sa
stabsze niz u 0sdb zdrowych, co moze sugerowaé, iz na poziomie DNA zachodza slnigjsze
relacje w przypadku braku choroby, sa to jednak jedynie przypuszczenia, poniewaz struktura genu
podlega modyfikacjom w wyniku powstania mutagji oraz jest wrazliwa nawet na mate zmiany.

Dotychczas opisano ponad 30 r6znych mutacji chorobotworczych w genie podocyny, z
ktorych wigkszos¢ dotyczy domeny stomatyny w c-koncowej czesci biatka (101, 103). Wsrod
poznanych zmian ponad potowg stanowia mutacje missensowne, cz¢s¢ z nich dotyczy zmiany
ramki odczytu, co skraca powstgjacy tancuch polipeptydowy. Obecne s takze mutacje w migjscu
splicingowym generujace nieprawidtowy mRNA podczas transkrypcji (102).

W przypadku przeanalizowanych pacjentow z NS, nie wykryto tak licznych mutacji.
Zidentyfikowano 4 zmiany w eksonach i jedna w intronie. Mutacje wplywajace na zmiang
aminokwasu zlokalizowane byty w domenie stomatynowej podobnie jak wigkszos¢ opisanych
zmian w genie NPHS2 (101). W przebadang grupie pacjentow steroidoopornych nie wystapity
dwie najczgstsze mutacje R138Q o potencjalnym zastosowaniu diagnostycznym oraz R229Q,
ktora zwykle wspotwystepuje z innymi zmianami w podocynie. M utacja R138Q zaburza zdolnosé
podocyny do przekazywania nefryny do tratw lipidowych (104) i jest powiazana z ujawnieniem
Si¢ choroby we wczesnym dziecinstwie (103). Zmiana R138Q lezy w goracym migjscu
szczegblnie silnie powiazanym ze steroidoopornym zespotem nerczycowym typu 1 (97). Ze
wzgledu na jej obecnos¢ nawet u 30% pacjentdw, mutacja R138Q zostata zaproponowana jako
test skriningowy do diagnostyki SRNS. Z kolel zupetnie inny charakter ma mutacja R229Q, ktéra
przez niektérych badaczy okreslana jest jako polimorfizm, gdyz obecna jest u okoto 3% ogolnej
populagji ludzkiej (105). Co ciekawe, wykazano powiazanie migdzy obecnoscia wariantu R229Q,
a przebiegiem klinicznym choroby. U niektorych pacjentow z SRNS, obecnos¢ innej mutacji
podocyny w potaczeniu ze zmiang R229Q wiaze Si¢ z péznigjszym wystapieniem objawow
choroby, w poréwnaniu z osobami nie posiadajacymi zmiany R229Q (106). Obserwacje te
sugeruja, ze zmiana nukleotydowa w loci R229Q powoduje ztagodzenie objawdw zespotu

nerczycowego. Z drugiej jednak strony, zmiang R229Q powiazano z wystapieniem
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mikroa buminurii, (107) oraz wykazano, iz jej obecnos¢ obniza zdolnos¢ podocyny do wiazania z
nefryna (106).

Mimo braku dwdch najczegstszych mutacji podocyny, otrzymane wyniki takze wskazuja na
powiazanie zmian w genie NPHS2 z zespotem nerczycowym. Ciekawy jest pacjent K119, ktory
posiada dwie mutacje w nefrynie oraz jedna w podocynie. Stanowi zatem przyktad powiazania
zmian dwoch gendéw struktury podocytéw z wystgpowaniem SRNS. Wspomniany model
tréjalleiczny opisuje takich pacjentéw jako przyktad ztozonych relacji na poziomie DNA poprzez
wspotudziat grupy gendw w powstawaniu lub modyfikacji choroby. U pacjenta K119 w biopgi
nerki opisano zmiany FSGS, zas$ pierwszy rzut NS wystapit w pierwszym roku zycia. Pacjent
choruje od roku i wykazuje czgsciowa remisje po zastosowaniu cyklosporynyA, jednak trudno na
tej podstawie oceni¢, czy rzeczywiscie zmiana w dwoch genach w istotny sposob wptywa na
obraz kliniczny choroby.

Sposréd  pieciu  zidentyfikowanych mutacji  podocyny, jedna zmienia fadunek
wprowadzonego aminokwasu (Arg 229 GIn) u wspomnianego pacjenta K119, a jedna wptywa na
polarnosé¢ (Leu 139 Gln) u pacjenta K107. Pacjent K107 posiada dwie mutacje w genie podocyny,
jednak biorac pod uwage dotychczasowy przebieg choroby, nie wptywa to negatywnie na
odpowiedz na leczenie. Z kolei, jak wspomniano powyzej, pacjent K119 zmart w wyniku
powiktan NS. Ciekawa jest rowniez mutacja niekodujaca w intronie 7 podocyny. Zostata ona
zidentyfikowana u trzech pacjentéw z NS (K108, K126, K134), sposrdd ktorych dwdch ma cigzki
przebieg choroby. U pacjenta K126 NS trwa nieprzerwanie od listopada 2009 roku, natomiast
pacjent K134 jako jedyny w badang grupie rozwinat ESRD i jest obecnie dializowany. Trudno
jednak w tak cigzkich w leczeniu przypadkach dopatrywac si¢ kluczowej roli zmiany DNA, ktora
nie powoduje zmiany w tancuchu biatkowym. Przykiad ten obrazuje zatem rolg, innych niz
genetyczne, czynnikbw w rozwoju NS. Wniosek ten opiera si¢ na analizie trzech wybranych
gendw, nalezy zatem pamigta¢ 0 mozliwych zmianach DNA zlokalizowanych w innych genach
powiazanych z zespotem nerczycowym.

W omawianej pracy analiz¢ mutacji przeprowadzono u pacjentéw z Polski, co jest istotne,
gdyz wielokrotnie wykazano zaleznos¢ populacyjna zmian w genie NPHS2. Hinkes i wsp. w
badaniu zmian w obrgbie gendw podocyny, nefryny, WT1 i LAMB2 wykazali, ze wsrdd pacjentow
0 pochodzeniu europejskim mutacje genu NPHS2 stanowity 48% wszystkich zmian w sekwencji
DNA, natomiast u pacjentéw z Turcji ich odsetek stanowit zaledwie 13% (120). Co wigcej,
Maruyamai wsp. wykonali analiz¢ 36 pacjentow z SRNS z populacji japonskiej, w wyniku ktorej
nie zostata wykryta zadna mutacja podocyny, co wskazuje na wptyw czynnika pochodzenia
geograficznego grupy badanej. Spostrzezenia te nasuwaja przypuszczenia, ze mutacje podocyny
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posiadaja pewne cechy polimorfizméw pojedynczego nukleotydu, ktorych czestosé jest scisle
uzalezniona od pochodzenia populacji (121).

Poszukiwanie mutacji w genie podocyny jest dodatkowo uzasadnione poprzez powiazanie
zmian w DNA z powodzeniem transplantacji nerki u pacjentéw z NS. Wykazano, ze u pacjentow,
ktorzy posiaddi mutacje podocyny i przeszli zabieg przeszczepienia nerki, ryzyko nawrotu
zespotu nerczycowego byto znacznie nizsze w pordwnaniu z pacjentami nie posiadajacymi takich
zmian. Prawdopodobienstwo nawrotu biatkomoczu byto na poziomie 8% u pacjentOw
posiadajacych mutacje podocyny, w poréwnaniu z wartoscia 35% , u 00b nie posiadgjacych
takich mutacji (122). Taka korelacja bytaby niezwykle pomocna w skutecznym planowaniu
ewentualnego zabiegu, cho¢ jak niemal w kazdym przypadku wynikow badan genetycznych,
badania nie 53 jednoznaczne. Bertelli w swoich badaniach polemizuje z doniesieniami o roli
mutacji w podocynie, wskazujac, ze zmiany w genie NPHS2 nie zwigkszaja szans na powodzenie
przeszczepu. Wskazuje bowiem, ze u ponad 40% przebadanych pacjentow z mutacjami w
podocynie, po transplantacji nerki doszto do ponownego rozwoju FSGS (123). Niemnigj jednak
wskazanie podioza molekularnego zespotu nerczycowego u dzieci moze stanowi¢ Kryterium
kwalifikacji pacjenta do przeszczepu narzadu. Prawidtowa diagnostyka jest w tym przypadku
szczegblnie istotna ze wzglgdu nawiek pacjenta.

Wykonane badania genetyczne dotyczyty oprocz mutacji takze polimorfizméw SNP. W
genie podocyny analiza polimorfizmow zostata wykonana w oparciu 0 wyniki sekwencjonowania
oraz sond typu TagMan. Analiza sond zostata wykorzystana jako wstepny etap, ktory pozwolit na
wyselekcjonowanie pacjentow do etapu sekwencjnowania. Co wigcel, w przypadku
polimorfizméw SNP w podocynie, dzigki zastosowaniu sond, cztery SNP zostaty zbadane
dwukrotnie; z wykorzystaniem techniki TagMan oraz sekwencjonowania. Podejicie to pozwolito
na weryfikacje specyficznosci zakupionych sond. Analiza wykazata, ze jedna sonda TagMan nie
spetnia prawidtowo swojg funkcji, poniewaz przytacza si¢ do DNA zaréwno w przypadku petnej
zgodnosci sekwencji, jak i w przypadku pojedynczej niezgodnosci, co nie powinno mie¢ miejsca
W przypadku zbadanych polimorfizméw SNP w genie podocyny, tylko jedna zmiana bytaistotna
statystycznie. Polimorfizm rs11808359 byt jedynym przypadkiem, w ktérych czestos¢
wystgpowania byta istotnie wigksza u pacjentéw z NS niz u 0sdb zdrowych. Ponadto otrzymany
wynik OR na poziomie 8,6 wskazuje na prawdopodobna rol¢ w rozwoju zespotu nerczycowego.
lloraz szans istotnie mniejszy od jednosci wskazuje, iz wariant polimorfizmu jest czynnikiem
chroniacym przed wystapieniem choroby, zas istotnie wigksze od jednosci moze $wiadczy¢ o
podwyzszonym ryzyku zachorowania. Pojedynczy polimorfizm nie jest jednak wystarszajacym
dowodem narolg zmian w genie podocyny na podatnos¢ wystapienia zespotu nerczycowego. Co
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wiecej, w przypadku innych choréb wielogenowych, wartosci OR swiadczace o roli SNP s3 na
poziomie 2-3. Niezwykle rzadko otrzymuje S¢ iloraz szans wynoszacy >8. W przypadku
przeprowadzonych analiz otrzymany wynik OR=8,6 moze wynika¢ z matej liczby przebadanych
pacjentéw i istnieje duze prawdopodobienstwo, iz zwigkszenie liczby pacjentow z NS oraz
zdrowych dzieci spowodowatoby obnizenie wartosci ilorazu szans dla polimorfizmu rs11808359
(50). Mimo to, wynik ten zastuguje na uwagg i wymaga dalszego badania na liczniejszej grupie
pacjentéw i osob zdrowych. Nalezy jednak mie¢ na uwadze fakt, iz z pewnoscia pojedynczy
polimorfizm SNP nie stanowi potencjalnego testu diagnostycznego, poniewaz zmiany tego typu
nie powoduja choroby, ale moga informowa¢ o zwigkszonym lub obnizonym ryzyku rozwoju
choroby.

W przypadku badania struktury w genie podocyny ciekawy jest fakt, iz dopiero potaczenie
grupy pacjentdbw i 0sdb zdrowych powoduje identyfikacje bloku haplotypowego wedtug
algorytmu Gabriel i in., natomiast obie grupy analizowane indywiduahnie takiego bloku nie
posiadaja. Ponadto, wyraznie zaznacza si¢ relacja dwoch SNP: rs1410591 oraz rs3818587, ktérau
0s6b zdrowych jest bardzo silna (R°=93), a u pacjentéw z NS znacznie spada (R?=27). Jest to
wyrazny przyktad zmiany w sile kosegregacji polimorfizméw SNP u 0sob chorujacych na zespo6t
nerczycowy w poréwnaniu z grupa kontrolna.

Trzecim analizowanym genem byt WT1, ktory jako czynnik transkrypcyjny pozytywnie
kontroluje ekspresie genu nefryny (125). Mutacje genu WT1, ktére poprzez skrGcenie biatko
prowadzity do utraty jego funkcji, zostaly poczatkowo zidentyfikowane u pacjentdw z guzem
Wilmsa (111). Nastepnie, zmiany genu WT1 zostaty powiazane z DDS (126), ZF (116) oraz NS
(127).

Dominujace mutacje WT1 dotycza w znacznej mierze eksonu 8 i 9 i powstagja de novo, a
zatem nie sa dziedziczone od rodzicow. W konsekwencji powoduja zaburzenia domeny palca
cynkowego (112, 116). Analiza genu WT1 zostata jednak przeprowadzona w oparciu o sekwencje
wszystkich fragmentow kodujacych. Dzigki temu uzyskano petne spektrum informacji o zmianach
w DNA genu guza Wilmsa

Sposrdd opisanych mutacji w genie WT1 najczesciej wystepujaca mutacja jest R394W,
ktéra powoduje zmiang argininy na tryptofan w pozycji 394 (113). Zmiana ta nie zostata
znaleziona u zadnego z przebadanych pacjentow z zespotem nerczycowym. Zidentyfikowano
dwie, inne niz R394W, mutacje heterozygotyczne niewystepujace w domenach palcow
cynkowych. Zadna ze znalezionych zmian nie powodowata takze zaburzenia tadunku ani
polarnosci w tancuchu proteinowym. Zmiana w prolinie 257 nie powoduje co prawda zmiany
aminokwasowsj, de u pacjenta K128 wspotwystepuje z pojedyncza heterozygotyczna mutacja w

92



nefrynie. Trudno uznat taka sytuacje za przyktad trgjallelicznego modelu NS, poniewaz w genie
WT1 nie dochodzi do zmiany aminokwasu, gdyz zmiana nukleotydowa wyst¢puje w trzecim
nukleotydzie kodonu, co czgsto skutkuje zachowaniem prawidtowego aminokwasu.

Takze w genie WT1 réznice w niezrOwnowazeniu sprzezen genu sa widoczne, co ciekawe,
w tym genie zaobserwowano dwa przeciwne zjawiska. Jedna para polimorfizmow kosegreguje u
pacjentdbw z NS, czego nie obserwuje si¢ u 0s6b zdrowych. Druga para, odwrotnie, wspolnie
dziedziczy si¢ w grupie kontrolngj, zas relacjata zanika u 0sdb z NS.

Czy takie pojedyncze roznice w profilu kosegregacji sa jednak istotne z klinicznego
punktu widzenia? Z pewnoscia nie s to réznice, ktdre mozna uzna¢ za przyczyng rozwoju NS lub
tez wykorzysta¢ w molekularnych badaniach diagnostycznych. Zmiany w strukturze genu maja
inny charakter niz mutacje punktowe, nie dotycza one danego pacjenta, ale catej grupy. Zatem
bardzo trudno udowodni¢ ich wptyw na rozw¢j oraz rolg w przebiegu choroby. Powiazanie
wynikow w postaci znalezionych mutacji, zbadanych polimorfizméw oraz zbadanych na ich
podstawie struktury genéw niezaprzeczalnie uwidacznia jednak role zmian na poziomie DNA dla
rozwoju zespotu nerczycowego w wybranej grupie pacjentow. Oznaczato, iz czynnik genetyczny
z pewnoscia odgrywa pewna rol¢ w patogenezie choroby i nie pozostaje bez znaczenia dla
rokowania oraz odpowiedzi pacjenta na zastosowane leczenie. Z drugig jednak strony, w
przypadku zespotu nerczycowego wyniki badan genetycznych nalezy traktowac jako uzupetnienie
diagnostyki oraz element, ktéry powinien by¢ uwzgledniany podczas doboru terapii. NS nie jest
choroba monogenowa, w ktorel wykonanie testow genetycznych daje jednoznaczny wynik, gdyz
w tym przypadku istnigje wiele dementdw, ktorych wspdtistnienie determinuje przebieg choroby
oraz rokowani e pacjenta.

Wykonane badania genetyczne wykazaty zmiany na poziomie DNA u pacjentow z NS,
jednak ze wzgledu na ztozonos¢ choroby jaka jest zespdt nerczycowy, nie udato sig
zidentyfikowa¢ zmian o potencjalnym zastosowaniu diagnostycznym. Co wigcej, trudno o jasna
korelacje mutacji z odpowiedzia na zastosowane leczenie. Jest to spowodowane po czgsci tym, ze
NS ma jedynie czesciowo podtoze genetyczne. Ponadto biatkomocz bedacy gtdwnym objawem
NS moze by¢ wywotany zaburzeniem licznych biatek, zas analizie poddano trzy proteiny
odgrywajace wazna rolg w prawidtowsj filtracji kigbuszkowsy.

Pomimo wielu probleméw jakie stwarza analiza podtoza genetycznego NS, ndezy takie
badania konsekwentnie kontynuowac. Przeprowadzone badania mimo ograniczonej liczby
pacjentbw oraz analizy trzech wybranych, przyczynigia si¢ do pelniejszego poznania
molekularnych zmian istotnych dla przebiegu NS. Ukazuja ponadto, ze, obok prostych mutacii,
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prawdopodobnie takze ztozone zmiany na poziomie struktury gendw wplywaja na rozwoj
choroby.

Dynamicznie rozwijajaca si¢ genetyka i biologia molekularna pozwolity na dokonanie w
ciagu ostatnich kilku lat przetomowych odkry¢é w dziedzinie glomerulopatii. Wiele jest jeszcze
agpektéw niewyjasnionych, a do nich nalezy ostateczne opisanie budowy kigbuszka i
funkcjonowania btony saczacej podocytéw. Naezy oczekiwal, ze najblizsze lata wyjasnia te
watpliwosci oraz doprowadza do poznania kolejnych genéw. Mogtoby to w sposob zasadniczy
zmieni¢ postgpowanie terapeutyczne, ograniczajac na przyktad nieefektywne leczenie
immunosupresyjne (124). Wczesna i kompleksowa diagnostyka oparta na metodach biologii
molekularnej, a takze poradnictwo genetyczne w rodzinach obcigzonych moga zyskac

powszechne zastosowanie juz w okresie najblizszej dekady.
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6. WniosKi

6.1. U dzieci z zespotem nerczycowym z Polski, w poréwnaniu z grupa kontrolna,
wystepuja roznice w sekwencji trzech zbadanych gendw: nefryny, podocyny i biatka guza
Wilmsa.

6.2. U dzieci z zespotem nerczycowym wystepuja polimorfizmy SNP w genach
nefryny, podocyny i biatka guza Wilmsa. Zbadane polimorfizmy byty zlokalizowane w
rejonach kodujacych lub blisko granicy intron/ekson.

6.3. Dla kazdego z trzech gendw ujawniono roznice w niezrbwnowazeniu sprzezen
gendw migdzy dzie¢mi z zespotem nerczycowym i osobami zdrowymi, co wskazuje na
odmienny potencjat przekazywania cech dziedzicznych.

6.4. Poprzez wskazanie obecnosci mutacji, ktére determinuja prawidtowa budowg
biatek btony filtracyjnej kigbuszka nerkowego, wykazano udziat czynnika genetycznego w
patogenezie zespotu nerczycowego u dzieci.

6.5. Zidentyfikowano 23 nowe mutacje punktowe w badanych genach, w tym 16
mutacji w genie nefryny, 5 w genie podocyny oraz 2 w genie biatka guza Wilmsa. W$rod
zidentyfikowanych zmian nie znaleziono mutagji charakterystycznych dla wrodzonego
zespotu nerczycowego typu finskiego w genie nefryny oraz dla steroidoopornego zespotu

nerczycowego w genie podocyny.

95



7. Pismiennictwo

1. Carter CO: Monogenic disorders. J Med Genet, 1977, 14: 316-320.

2. Liu L, Li Y, Tollefsbol TO: Gene-Environment Interactions and Epigenetic Basis of Human
Diseases. Curr Issues Mol Biol, 2008, 10: 25-36.

3. Botstein D, White RL, Skolnick M i in.: Congruction of a genetic linkage map in man using
restriction fragment length polymorphisms. Am J Hum Genet, 1980, 32: 314-331.

4. Donis-Keller H, Green P, Hms C i in.: A genetic linkage map of the human genome. Cell,
1987, 51: 319-337.

5. Weissenbach J, Gyapay G, Dib Ci in.: A second-generation linkage map of the human genome.
Nature, 1992, 359: 794-801.

6. Riordan JR, Rommens JM, Kerem B i in.: ldentification of the cystic fibrosis gene: cloning and
characterization of complementary DNA. Science, 1989, 245: 1066-1073.

7. Kopp JB, Smith MW, Nelson GW i in.: MYH9 is a major-effect risk gene for foca segmental
glomerulosclerosis. Nat Genet, 2008, 40: 1175-84.

8. Jaenisch R, Bird A: Epigenetic regulation of gene expression: how the genome integrates
intrinsic and environmental signals. Nat Genet, 2003, 33(Suppl): 245-254.

9. Risch N, Merikangas K: The future of genetic studies of complex human diseases. Science,
1996, 273: 1516-1517.

10. TorraR. Badenas C, Darnell A i in.: Linkage, clinica features, and prognosis of autosomal
dominant polycystic kidney disease types 1 and 2, J Am Soc Nephrol 7: 2142-2151, 1996

11. Tory K, Lacoste T, Burglen L i in.: High NPHP1 and NPHP6 mutation rate in patients with
Joubert syndrome and nephronophthisis: potential epistatic effect of NPHP6 and AHI1 mutations
in patients with NPHP1 mutations. J Am Soc Nephrol, 2007, 18: 1566—75.

12. Lupski JR: Genomic disorders; structural features of the genome can lead to DNA
rearrangements and human disease traits. Trends Genet. 1998, 14: 417-22.

13. Stankiewicz P, Lupski JR: Structural variation in the human genome and its role in disease.
Annu Rev Med, 2010, 61: 437-55.

14. Conrad DF, Hurles ME: The population genetics of structural variantion, Nat Genet, 2007, 39:
30-36.

15. Feuk L, Carson AR, Scherer SW: Structural variation in the human genome. Nat Rev Genet,
2006, 7: 85-97.

96



16. lafrate AJ, Feuk L, RiveraMN i in.: Detection of large-scale variation in the human genome.
Nat Genet, 2004, 36: 949-951.

17. Levy S, Sutton G, Ng PC: The diploid genome sequence of an individua human. PLoS Biol,
2007, 5: e254.

18. Lupski JR, Stankiewicz P: Genomic disorders. molecular mechanisms for rearrangements and
conveyed phenotypes. PL0oS Genet, 2005, 1:e49.

19. Lupski JR, Stankiewicz P: Genomic Disorders Totowa, New Jersey: 2006, Humana Press.

20. Lupski JR: Genomic disorders: structural features of the genome can lead to DNA
rearrangements and human disease traits. Trends Genet, 1998, 14: 417-422.

21. Sebat J, Lakshmi B, Troge J i in.: Large-scale copy number polymorphism in the human
genome. Science, 2004, 305: 525-28.

22. Manolio TA, Brooks LD, Collins FS: A HapMap harvest of insights into the genetics of
common disease. J Clin Invest, 2008, 118: 1590-1605.

23. Bailey JA, Yavor AM, Massa HF i in.: Segmental duplications: organization and impact
within the current Human Genome Project assembly. Genome Res, 2001, 11: 1005-17.

24. Pai GS: Complex chromosome rearrangements. Report of a new case and literature review.
Clin Genet, 1980, 18: 436-444.

25. Warburton D: De novo balanced chromosome rearrangements and extra marker chromosomes
identified at prenatal diagnosis: clinical significance and distribution of breskpoints. Am J Hum
Genet, 1991, 49: 995-1013.

26. Vermeulen S: Molecular cytogenetic analysis of complex chromosomal rearrangements in
patients with mental retardation and congenital malformations: delineation of 7g21.11
breakpoints. Am J Med Genet, 2004, 124A: 10-18.

27. Lee JA: A DNA replication mechanism for generating nonrecurrent rearrangements associated
with genomic disorders. Cell, 2007, 131: 1235-1247.

28. Gu W, Zhang F, Lupski JR: Mechanisms for human genomic rearrangements. PathoGenetics,
2008, 1:4.

29. Waldman AS, Liskay RM: Dependence of intrachromosomal recombination in mammalian
cells on uninterrupted homology. Mol Cdll Biol, 1998, 8: 5350-5357.

30. Shaw CJ, Lupski JR: Implications of human genome architecture for rearrangement-based
disorders: the genomic basis of disease. Hum Mol Genet, 2004, 13: R57-64.

31. Stankiewicz P, Lupski JR: Genome architecture, rearrangements and genomic disorders.
Trends Genet, 2002, 18: 74-82.

97



32. Lieber MR, Ma'Y, Pannicke U i in.: Mechanism and regulation of human non-homologous
DNA end-joining. Nat Rev Mol Cell Biol, 2003, 4: 712-720.

33. Lieber MR: The mechanism of human nonhomologous DNA end joining. J Biol Chem, 2008,
283: 1-5.

34. LeeJA, Inoue K, Cheung SW i in.: Role of genomic architecture in PLP1 duplication causing
Pelizaesus-Merzbacher disease. Hum Mol Genet, 2006, 15: 2250-2265.

35. Lee JA, Carvalho CM, Lupski JR: A DNA replication mechanism for generating nonrecurrent
rearrangements associated with genomic disorders. Cell, 2007, 131: 1235-1247.

36. Slack A, Thornton PC, Magner DB i in.: On the mechanism of gene amplification induced
under stressin Escherichia coli. PLoS Genet, 2006, 2: e48.

37. Zhang F: The DNA replication FoOSTeSMMBIR mechanism can generate human genomic,
genic, and exonic complex rearrangements. Nat Genet, 2009, 15: 231-46.

38. Balakirev ES, Ayala FJ: Pseudogenes: are they ‘junk’ or functional DNA? Annu Rev Genet,
2003, 37: 123-151.

39. Superti-Furga A, Bonafe L, Rimoin DL: Molecular-pathogenetic classification of genetic
disorders of the skeleton. Am J Med Genet, 2001, 106: 282-93.

40. Andersen PS, Jespersgaard C, Vuust J: Capillary electrophoresis-based single strand DNA
conformation analysis in high-throughput mutation screening. Hum Mutat, 2003, 21: 455-465.

41. lida K, Nishimural: Gene expression profiling by DNA microarray technology. Crit Rev Oral
Biol Med, 2002, 13: 35-50.

42. Novellia G, Ciccaccia C, Borgiania P i in.: Genetic tests and genomic biomarkers: regulation,
qudlification and validation. Clinical Casesin Mineral and Bone Metabolism, 2008, 5: 149-154.

43. Kreindler JL: Cystic fibrosis: exploiting its genetic basis in the hunt for new therapies.
Pharmacol Ther, 2007, 125: 219-29.

44. Van Deutekom JC, Janson AA, Ginjaar IB i in.: Loca dystrophin restoration with antisense
oligonucleotide PRO051. N Engl J Med, 2007, 357: 2677-2686.

45, Botstein D, Risch N: Discovering genotypes underlying human phenotypes: past successes for
Mendelian disease, future approaches for complex disease. Nat Genet 2003, 33(Suppl): 228-237.

46. Carlson CS, Eberle MA, Rieder MJ i in.: Additional SNPs and linkage-disequilibrium
analyses are necessary for whole-genome association studies in humans. Nat Genet, 2003, 33:
518-521.

47. Cordell HJ, Clayton DG: A unified stepwise regression procedure for evaluating the relative

effects of polymorphisms within a gene using case/control or family data: application of HLA in
type | diabetes. Am J Hum Genet, 2002, 70: 124-141.

98



48. Zhao LP, Li SS, Khalid N: A method for assessment of disease associations with single
nucleotide polymorphism haplotypes and environmental variables in case-control studies. Am J
Hum Genet, 2003, 72: 1231-1250.

49. Sabeti PC, Reich DE, Higgins JM i in.: Detecting recent positive selection in the human
genome from haplotype structure. Nature, 2002, 419: 832-837, 2002.

50. Schaid DJ, Rowland CM, Tines DE i in.: Score tests for association between traits and
haplotypes when linkage phase is ambiguous. Am J Hum Genet, 2002, 70: 425-434.

51. Pritchard JK, Przeworski M: Linkage disequilibrium in humans: models and data. Am J Hum
Genet, 2001, 69: 1-14.

52. Wang WY, Barrait BJ, Clayton DG i in.: Genome-wide association studies: theoretical and
practical concerns. Nat Rev Genet, 2005, 6: 109-118.

53. Gabriel SB, Schaffner SF, Nguyen H i in.: The structure of haplotype blocks in the human
genome. Science, 2002, 296: 2225-2229.

54. Sebastiani P, Lazarus R, Weiss ST i in.: Minimal haplotype tagging. Proc Natl Acad Sci USA,
2003, 100: 9900-9905.

55. Kerem B, Rommens JM, Buchanan JA i in.: Identification of the cystic fibross gene: genetic
analysis. Science, 1989, 245: 1073-1080.

56. Laird N, Kraft P, Lange C i in.: Testing for association in genetic studies. In: Silverman E.K.
Respiratory genetics. 2005, London: Hodder Arnold. pp. 27—46.

57. The International HgpMap Consortium: A second generation human haplotype map of over
3.1 million SNPs. Nature, 2007, 449: 851-861.

58. International HapMap Consortium: A haplotype map of the human genome. Nature, 2005,
437: 1299-1320.

59. Niaudet P: Steroid-resistant idiopathic nephrotic syndrome in children. In Avner ED, Harmon
WE, Niaudet P, Editors. Pediatric nephrology, Philadelphia, 2004, Lippincott Williams &
Wilkins.

60. Sharples PM, Poulton J, White RH: Steroid Responsive nephrotic syndrome is more common
in Asians. Arch Dis Child, 1985, 60: 1014-17.

61 Garin EH, West L, Zheng W: Interleukin-8 aters glomerular heparan sulfate
glycosaminoglycan chain size and charge in rats. Pediatr Nephrol, 2000, 14: 284-287.

62 Pickering M, Cook HT: Complement and glomerular disease: new insights. Curr Opin Nephrol
Hypertens, 2011 Mar 18. [Epub ahead of print]

99



63 Shalhoub RJ: Pathogenesis of lipoid nephrosis: adisorder of T-cell function. Lancet, 1974, 7:
556-60.

64. Cotran RS, Rennke HG: Anionic sites and the mechanisms of proteinuria, N Engl J Med,
1983, 27: 1050-52.

65. Kriz W, Gretz N, Lemley K: Progression of glomerular diseases: Is the podocyte the culprit?
Kidney In.,1998, 54: 687-97.

66. Kihara |, Tsuchida S, Yaoita E i in.: Podocyte detachment and epithelial cell reaction in focal
segmental glomerulosclerosis with cellular variants. Kidney Int Suppl, 1997, 63: S171-76.

67. Woroniecki RP, Kopp JB: Genetics of focal segmental glomerulosclerosis. Pediatr Nephrol,
2007, 22: 638-44.

68. Eddy AA, Symons JM: Nephrotic syndrome in childhood. Review. Lancet, 2003, 23 :629-39.

69. Shih I: Congenia nephrotic syndrome in mice lacking CD2-assiciated protein. Science, 1999,
286: 312-315.

70. Mucha B: Members of the APN Study Group. Mutations in the Wilm's tumor 1 gene cause
isolated steroid resistant nephrotic syndrome and occur in exons 8 and 9, Pediatr Res, 2006, 59:
325-31.

71. Daniels BS: The role of glomerular epithelia cells in the maintenance of the glomerular
filtration barrier. Am J Nephrol, 1993, 13: 318-23.

72. Caulfield JP, Farquhar MG: The permeability of glomerular capillaries to graded dextrans.
Identification of the basement membrane as the primary filtration barrier. J Cell Biol, 1974, 63:
883-903.

73. Kerjaschki D: Caught flat-footed: podocyte damage and the molecular bases of focal
glomerulosclerosis. J Clin Invest, 2001, 108: 1583-87.

74. Smoyer WE, Mundel P: Regulation of podocyte structure during the development of nephrotic
syndrome. J Mol Med, 1998, 76: 172-83.

75. Kobayashi N, Mominoki K, Wakisaka H i in.: Morphogenetic activity of extracellular
matrices on cultured podocytes, Laminin accelerates podocyte process formation in vitro, Ital J
Anat Embryol, 2001, 106: 423-30.

76. Abrahamson DR: Glomerulogenesis in the developing kidney. Semin Nephrol, 1991, 11: 375—
89.

77. Yang Y, Gubler MC, Beaufils H: Dysregulation of podocyte phenotype in idiopathic
collapsing glomerulopathy and HIV-associated nephropathy. Nephron, 2002, 91: 416-23.

78. Matsui K, Breitender-Geleff S, Soleiman A i in.: Podoplanin, a novel 43-kDa membrane
protein, controls the shape of podocytes. Nephrol Dial Transplant, 1999, 14(Suppl.1): 9-11.

100



79. Mundel P, Kriz W: Structure and function of podocytes. an update, Anat Embryol, 1995, 192:
385-97.

80. Thomas P, Wharram BL, Goyal M i in.. GLEPP1, a membrane protein tyrosine phosphatase.
Identification, molecular cloning, and characterization in rabbit. J Biol Chem, 1994, 269: 19953—
62.

81. Mundel P, Heid HW, Mundel TM i in.: Synaptopodin: an actin associated protein in
telencephalic dendrites and renal podocytes. J Cell Biol, 1997, 139: 193-204.

82. Nangaku M, Johnson RJ, Couser WG: Glomerulonephritis and complement regulatory
proteins. Exp Nephrol, 1997, 5: 345-54.

83. Pavenstadt H: Roles of the podocyte in glomerular function. Am JPhysiol Renal Physiol, 2000,
278: F173-79.

84. Rodewald R, Karnovsky MJ: Porous substructure of the glomerular dit diaphragm in the rat
and the mouse. J Cell Biol, 1974, 60: 423— 33.

85. Koziell A, Gech V, Hussain Si in.: Genotype/phenotype correlations of NPHS1 and NPHS2
mutations in nepfrotic syndrome advocate a functional inter-relationship in glomerular filtration.
Hum Mol Genet, 2002, 11:379-88.

86. Wernerson A, Duner F, Petterson E i in.: Altered ultrastructural distribution of nephrin in
minimal change nephrotic syndrome. Nephrol Dial Transplant, 2003, 18: 70-76.

87. Miner J: Focusing on glomerular dlit diaphragm. Am J Pathol, 2002, 160: 3-5.

88. Kestila M, Lenkkeri U, Mannikko M i in.: Positionally cloned gene for novel glomerular
protein-nephrin is mutated in congenial nephrotic syndrome. Mol Cel, 1998, 1:575-82.

89. Holthofer H, Ahola H, Solin ML i in.: Nephrin localizes at the podocyte fi Itration slit area and
is characteristically spliced in the human kidney. Am J Pathol, 1999, 155: 1681-87.

90. Rapola J: Congenial nephrotic syndrome. Pediatr Nephrol, 1987, 1: 441-46.

91. Patrakka J, Martin P, Sdonen R i in.: Proteinuria and prenatal diagnosis of congenital
nephrosisin fetal carriers of nephrin gene mutations. Lancet, 2002, 359: 1575-77.

92. Bdtcheva O, Martin P, Lenkkeri U: Mutation spectrum in the nephrin gene (NPHS1) in
congenial nephrotic syndrome. Hum Mutat, 2001, 17: 368-73.

93. Lenkkeri U, Mannikko M, McCready P: Structure of the gene of congenial nephrotic
syndrome of the Finnish type (NPHS1) and characterization of mutations. Am J Hum Genet, 1999,
64: 51-61.

94. Koziell A, lyer VK, Moghul NE i in.: Congenital nephrotic syndrome. Pediatr Nephrol, 2001,
16: 185-89.

101



95. Zhang J, Ofevrsedt L, Khoshnoodi J: Molecular structure of recombinant nephrin by electron
tomography, Astract A2924, presented at the ASN/ISN World Congress of Nephrology, 2001,
San Francisco, CA, USA.

96. Liu L, Done S, Khoshnoodi J: Defective nephrin trafficking caused by missense mutations in
the NPHS1 gene: Insight into the mechanisms of congenial nephrotic syndrome. Hum Mol Genet,
2001, 10: 2637-44.

97. Boute N, Gribouval O, Roselli S: NPHS2, encoding the glomerular protein podocin, is
mutated in autosomal recesive steroid-resistant nephrotic syndrome. Nat Genet, 2000, 24:349-54.

98. Jdanko H: Pathogenesis of proteinuria: lessons learned from nephrin and podocin. Pediatr
Nephrol, 2003, 18: 487-91.

99. Fuchshuber A, Gribouval O, Ronner V i in.: Clinical and genetic evaluation of familial
steroid-responsive nephrotic syndrome in childhood. J Am Soc Nephrol, 2001, 12: 374-78.

100. Weber SHereditary Nephrotic Syndrome In: Comprehensive pediatric nephrology,
Philadelphia, Elsevier, 2008, 219-27.

101. Winn MP: Not all in the family: Mutations of podocin in sporadic steroid-resistant nephrotic
syndrome. J Am Soc Nephrol, 2002, 13: 577-79.

102. Ruf RG, Lichtenberger A, Karle SM i in.: Patients with mutations in NPHS2 (podocin) do
not respond to standard steroid treatment of nephrotic syndrome. J Am Soc Nephrol, 2004, 15:
722-32.

103. Weber S, Gribouval O, Esquivel EL i in.: NPHS2 mutation analysis shows genetic
heterogeneity of steroid-resistant nephrotic syndrome and low post-transplant recurrence. Kidney
Int, 2004, 66: 571-79.

104. Huber TB, Simons M, Hartleben B i in.: Molecular basis of the functional podocin-nephrin
complex: Mutations in the NPHS2 gene disrupt nephrin targeting to lipid raft microdomains. Hum
Mol Genet, 2003, 12: 3397-405.

105. Franceschini N, North KE, Kopp JB i in.: NPHS2 gene, nephrotic syndrome and focal
segmental glomerulosclerosis: a HUGE review. Genet Med, 2006, 8: 63-75.

106. Tsukaguchi H., Sudhakar A., Le TC i in.. NPHS2 mutations in late-onset focal segmental
glomeruosclerosis: R229Q is a common disease-associated allele. J Clin Invest, 2002, 110: 1659-
66.

107. Pereira AC, Pereéira AB, Mota GF i in.: NPHS2 R229Q functional variant is associated with
microalbuminuriain the general population. Kidney Int, 2004, 65:1026-30.

108. Antignac C: Genetic models. clues for understanding the pathogenesis of idiopathic
nephrotic syndrome. J Clin Invest, 2002, 109: 447-49.

102



109. Barisoni L, Kriz W, Mundel Pi in.: The dysregulated podocyte phenotype: a novel concept
in the pathogenesis of collapsing idiopathic focal segmental glomerulosclerosis and HIV-
associated nephropathy. J Am Soc Nephrol, 1999, 10: 51-61.

110. Wagner KD, Wagner N, Schedl A: The complex life of WT1. J Cell Sci, 2003, 16: 1653-58.

111. Gessler M, Poustka A, Cavenee W i in.: Homozygous deletion in Wilm’s tomours of a zinc
finfer gene identified by chromosome jumping. Nature, 1990, 343: 774-78.

112. Schumacher V, Schneider S, Figge A i in.: Correlation of germ-like mutations and two-hit
inactivation of the WT1 gene with Wilms tumors of stromal-predominant histology. Proc Nat
Acad Sci, 1997, 94: 3972-77.

113. Gao F, Maiti S, Sun G i in.: The Wt1+/R394W mouse displays glomerulosclerosis and early-
onset renal failure characterigtic of human Denys-Drash syndrome. Mol Cell Biol, 2004, 24: 9899-
910.

114. Guo XK, Menke AL, Gubler MCii in.: WT1 is akey regulator of podocyte function: reduced
expression levels cause crescentic glomerulonephritis and mesangial sclerosis. Hum Mol Genet,
2002, 11: 651-59.

115. Ito S, Takata A, Hataya H i in.: Isolated diffuse mesangial sclerosis and Wilms tumor
suppressor gene. J Pediatr, 2001, 138: 425-27.

116. Barbaux S, Niaudet P, Gubler MC i in.: Donor splice-site mutations in WT1 are responsible
for Fraser syndrome. Nat Genet, 1997, 17: 467-70.

117. Koziell AB, Grundy R, Barratt TM i in.: Evidence for genetic heterogeneity of nephropathic
phenotypes associated with Denys-Drash and Frasier syndrome. Am J Hum Genet, 1994, 64:
1778-81.

118. Mbarek IB, Abroung S, Omezzine A i in.: Novel mutations in steroid-resistant nephritic
syndrome diagnosed in Tunisian children. Pediatr Nephrol, 2011, 26: 241-249.

119. Yan K, Khoshnoodi J, Routsalainen V: N-linked glycosylation is critical for plasma
membrane localisation of nephrin, Abstract A0326 presented at the ASN/ISN World Congress of
Nephrology, San Francisco, CA, 2001.

120. Hinkes BG, Mucha B, Vlangosi in.: Nephrotic syndrome in the first year of life: two thirds
of cases are caused by mutations in 4 genes (NPHS1, NPHS2, WT1, and LAMB?2). Pediatrics,
2007, 119: 907-19.

121. Maruyama K, lijima K, lkeda M i in.: NPHS2 mutations in sporadic steroid-resistant
nephrotic syndrome in Japanese children. Pediatr Nephrol, 2003, 18: 412-16.

122. Ichikawal, Fogo A: Focal segmental glomerulosclerosis. Pediatr Nephrol, 1996, 10: 374-91.
123. Bertdli R, Ginevri F, Caridi G: Recurrence of focal segmental glomerulosclerosis after renal

transplantation in patients with mutations of podocin. Am J Kidney Dis, 2003, 41: 1314-21.

103



124. Maruniak-Chudek I, Niemir ZI, Swietlicki J. Podtoze genetyczne zespotow nerczycowych u
dzieci. Postepy Hig Med Dosw, 2004, 58: 405-15.

125. Wagner N, Wagner D, Xing Y i in.: The major podocyte protein nephrin is transciptionally
activated by the Wilms' tumor suppressor WT1. J Am Soc Nephrol, 2004, 15: 3044-51.

126. Pelletier J, Bruening W, Kashtan CE: Germline mutations in the Wilms tumor suppressor
gene are associated with abnormal urogenital development in Denys-Drash syndrome. Cell, 1991,
67:437-47.

127. Jeanpierre C, Denamur E, Henry | i in.: Identyfication of constitutional WT1 mutations, in

patients with isolated diffuse mesangial sclerosis, and analysis og genotype/phenotype
correlations by use of computerized mutation database. Am J Hum Genet, 1998, 62: 824-33.

104



8. Streszczenie

U podtoza zespotu nerczycowego u dzieci leza zmiany molekularne biatek powiazanych z
podocytami btony filtracyjng kigbuszka nerkowego. Prowadzone badania nad przyczyna
biatkomoczu nie wskazuja jednoznacznie, czy jest on konsekwencja nieprawidtowych reakcji
immunologicznych, czy tez zmian w sekwencji DNA dla tych biatek. W zwiazku z tym trwaja
badania nad identyfikacja zmian w genach odpowiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie

kicbuszkowe bariery filtracyjnej.

W wykonang) pracy analizie poddano trzy geny, ktore zostaly wczesnigj powiazane z
dziedzicznym zespotem nerczycowym, w tym dwa geny strukturane podocytow: nefryne i
podocyng, oraz jeden czynnik transkrypcyjny WT1 u dzieci z zespotem nerczycowym. Analizie
molekularnej wybranych trzech gendéw poddano 124 osoby, w tym 33 pacjentow z NS, ktorzy nie
odpowiadali na leczenie glikokortykosteroidami. U wigkszosci badanych dzieci choroba ujawnita
si¢ przed ukonczeniem czwartego roku zycia. Podstawowsa technika stuzaca analizie gendw byto
sekwencjonowanie eksondw, czyli fragmentdw kodujacych. Dodatkowa metoda badawcza byty
sondy typu TagMan, ktére postuzyty do zbadania wybranych polimorfizméw SNP w podocynie.
Sekwencjonowanie przeprowadzono w oparciu o produkty uprzednio przeprowadzonych reakcji
PCR.

Analiza genetyczna zostata podzielona na dwa etapy: poszukiwanie mutacji punktowych
oraz analize polimorfizméw SNP stuzaca do okreslenia struktury gendw.

Obecnos¢ mutacji punktowych we fragmentach kodujacych genéw jest najczestsza
przyczyna zaburzenia ich prawidtowe funkcji. W literaturze opisano dziesiatki mutagji
przyczynowych w genach nefryny, podocyny oraz WT1. Przeprowadzona analiza doprowadzita
do identyfikacji 16 mutacji w genie NPHSL, 5 mutacji w genie NPHS2 oraz 2 mutacji w genie
WT1.

Analiza genu NPHSL nie ujawnita obecnosci dwoch najczegstszych zmian w tym genie: Fin
major i Fin minor, ktére s3 odpowiedzialne za rozw6j CNF. W genie nefryny zmiany nie
skutkowaty skroceniem biatka, czyli kodonem STOP, ale zamiana jednego aminokwasu na inny.
Co wigce, tylko jedna mutacja nefryny wystegpowata w uktadzie homozygotycznym, pozostate
zas wystgpowaty w uktadzie heterozygotycznym. Zmiany w genie NPHSL obecne byty u ponad
70% analizowanych pacjentow, u ktérych NS wystapit przed koncem trzeciego roku zycia, co

potwierdza rolg¢ zmian genetycznych w rozwoju zespotu nerczycowego. Mutacje obecne byty
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miedzy innymi u pacjenta, u ktorego wykonano nefrektomi¢ i prowadzono leczenie
nerkozastepcze oraz u pacjenta, ktory zmart.

W genie podocyny zidentyfikowano pig¢ zmian i, podobnie jak w przypadku nefryny, nie
skutkowaty one przedwczesng terminacja tancucha biatkowego. Ponadto, w przebadanej grupie
liczacej 22 pacjentow, nie zidentyfikowano zmiany R138Q, ktdra opisywana jest w literaturze u
ponad 20% pacjentéw ze steroidoopornym zespotem nerczycowym. Wspomniana zmiana zostata
zaproponowana jako test skriningowy dla dzieci chorujacych na SRNS. Przeprowadzona analiza
doprowadzita do identyfikacji zmian u szesciu pacjentdéw, co stanowito 27% przebadanych dzieci.
Mutacje obecne byty migdzy innymi u pacjenta, ktéry jest obecnie dializowany oraz u dziecka,
ktore zmarto. Pacjent, ktory zmart posiadat dwie mutacje nefryny oraz jedna podocyny.

W genie WT1 znaleziono dwie mutacje, wystepujace w uktadzie heterozygotycznym, ktore
obecne byty u pacjentéw steroidoopornych.

Analiza polimorfizméw SNP pozwolita zbadat czgstosci aleli oraz genotypdéw u 0sdb
zdrowych z populacji Wielkopolski oraz u pacjentéw z NS. Dzigki temu mozliwa byta ocena
zréznicowania badane] populacji oraz zbadanie ewentualnych réznic w czestosci wystgpowania
wariantéw SNP migdzy osobami zdrowymi i pacjentami chorujacymi na zespét nerczycowy.

W genie nefryny analizie poddano 26 polimorfizméw SNP, jednak zaden nie
charakteryzowal si¢ istotna statystycznie rOznica w czestosci wystepowania migdzy grupa
kontrolna, a pacjentami z NS.

Z kolei w genie podocyny zbadano 17 polimorfizméw SNP, wsrdéd ktorych jeden
(rs11808359) wystepowat z rozna czestoscia w badanych grupach. Otrzymany wynik byt istotny
statystycznie na poziomie P<0,05. Wartos¢ ilorazu szans dla tego polimorfizmu wynosita 8,6, co
wskazuje na potencjana role w okresleniu podatnosci na rozwdj zespotu nerczycowego.

Przeprowadzona analiza w genie WT1 pozwolita na zbadanie 21 polimorfizméw SNP,
jednak zaden nie wystgpowat u pacjentéw z czgstoscia istotnie rozna, niz u 00b zdrowych.

Otrzymane wyniki dotyczace polimorfizméw SNP postuzyty do zbadania struktury trzech
badanych gendéw w oparciu o program Haploview. Zbadano relacje miedzy parami SNP
wystepujacymi w danym genie w celu okreslenia, czy sa one dziedziczone wspdlnie. Analizg
przeprowadzono osobo dla pacjentéw z NS oraz dla 0sdb zdrowych. Dodatkowo wykonano trzeci
wariant obliczen, w ktorym wszystkie osoby ujeto jako jedna grupe.

We wszystkich trzech genach zidentyfikowano pewne réznice na poziome struktury genu.
Site oddziatywania miedzy sasiadujacymi SNP zbadano na podstawie niezrownowazenia sprzezen
(LD) i wyrazono w postaci wartosci R%. W przypadku nefryny u pacjentéw z NS struktura genu

byta stabsza niz u 0sob zdrowych, co wskazuje na wptyw choroby na ostabienie oddziatywan w
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nici DNA. W przypadku podocyny u osob zdrowych obecna byta dodatkowa para silnie
oddziatujacych SNP, ktéra u pacjentow z NS nie wskazywata wspdlnego dziedziczenia. Co
ciekawe, potaczenie grupy pacjentdw z zespotem nerczycowym i 0sdb zdrowych pozwolito na
identyfikacje pojedynczego bloku haplotypowego, ktorego obecnosci nie stwierdzono badajac
kazda grupe indywidualnie. Takze w genie WT1 otrzymane struktury genu nieznacznie réznity si¢
W grupie pagjentéw chorujacych naNS i osdb zdrowych.

Przeprowadzone badania molekularne pozwolity na wieloptaszczyznowa analizg podtoza
genetycznego zespotu nerczycowego u dzieci z Wielkopolski. Otrzymane wyniki potwierdzity
rolg¢ czynnika dziedzicznego w patogenezie NS, jednak nie pozwolity na wskazanie zmian o

potencjalnym zastosowaniu diagnostycznym.
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9. Abstract

Molecular bass of nephrotic syndrome was associated with modifications of podocyte proteins
bearing filtration membrane of glomeruli. Despite numerous research, the reason of proteinuriais
unclear. It may result from disturbances in immunological reactions or DNA mutations, which is
an incentive for scientists to identify new genes engaged in functioning of glomeruli filtration
barrier.

Presented work is the first study in Poland aiming to analyze molecular basis of nephrotic
syndrome in children. The analysis included three genes previously associated with inherited form
of nephrotic syndrome in children; these were two genes supporting podocyte structure: nephrin
and podocin, and one transctiption factor — WT1.

The study included analysis of 124 individuals, with 33 steroid-resistant NS patients. Most
of children developed NS before the age of five. The obtained results based on sequencing of
exons, however additional method — TagMan probes were applied for selected SNP
polymorphisms in podocin gene. Sequencing analysis was based on previously amplified products
of PCR reaction.

The first step aimed to find point mutations. In order to define gene structure, the study
included polymorphic analysis.

The most frequent reason of disturbed protein functioning are coding mutations. So far,

dozens of mutations in nephrin, podocin and WT1 are well known and described. Presented study
identified 16 nephrin mutations, 5 podocin mutations and 2 WT1 mutations.
Among analyzed children, there were no causative CNF mutations named Fin major and Fin
minor. Moreover identified nephrin mutations did not result in premature termination of protein
chain and with one exception, these were heterozygote substitutions. Disturbances in nephrin gene
were identified in over 70% of analyzed NS patients confirming importance of genetic factor in
development of nephrotic syndrome. Among children with nephrin mutations, one underwent
nephrectomy and is now being dialyzed, and one died.

In podocin there were five mutations identified, however they did not result in stop codon
substitution. Moreover, the most frequent mutation, present in 20% of SRNS children with
potential diagnogtic use, R1328Q, was not identified in any of analyzed patients. Podocin
mutations were identified in 6 NS patients, which included 27% of analyzed children. Genetic
disturbances were present in dialyzed patient and a child, who died. Patient who died was stressed

with two nephrin and one podocin mutation.
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Analysis of WT1 gene led to identification of two heterozygote mutations in SRNS
patients.

Allele and genotype frequencies of analyzed SNP polymorphisms were calculated for NS
patients and healthy Wielkopolska population. It enabled to assess significant differences between
children with nephrotic syndrome and healthy individuasin terms of chosen polymorphisms.

Analysis of 26 SNPs in nephrin did not reveal significant differences between two
analyzed groups. However, in podocin gene, among 17 anayzed polymorphisms, one
(rs11808359) was significantly more frequent in NS patients with P<0,05. Odds ratio value for
this SNP was equal to 8,6, which points at potential NS susceptibility factor. In WT1 gene among
21 analyzed SNP polymorphisms there was no significant difference between patients and healthy
individuas.

Results of polymorphic sites was subsequently utilized for gene structure analysis, based
on Haploview software. Reciprocal interaction between pairs of SNPs was studied in three genes
engaged in glomerular filtration barrier, separate analyses was conducted for NS patients, healthy
controls and both groups combined.

Three genes, nephrin, podocin and WT1, were characterized by certain differences in gene
structure between patients and healthy individuals. Linkage disequilibrium (LD) was used as a
measure of interaction between pairs of SNPs, LD value was expressed by R%.

Structure of nephrin was weaker in children with NS than in healthy group. Thus, disease
may influence gene structure by weakening DNA interactions. In podocin, children with nephrotic
syndrome were characterized by pair of SNPs that co-segregate and do not interact in control
group. There was only one haplotype block identified in podocin for NS patients and healthy
individuas put together in one group. Third gene, WT1, was characterized by gentle structure
differences between studied groups.

Presented study allowed to characterize molecular bass of nephrotic syndrome in children
from Wielkopolska. The importance of genetic factor in NS was confirmed, however despite

broad analysis it was not possible to point at genetic disturbances with potential diagnostic use.

109



Lista tabel

Tabela 1. Odczynniki wykorzystane do izolacji catkowitego genomowego DNA.

Tabela 2. Odczynniki wykorzystane do reacji PCR.

Tabela 3. Startery wykorzystane do reakcji PCR.

Tabela4. Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji PCR dla gendw NPHS1, NPHS2 oraz WT1.
Tabela5. Szczegotowe parametry programéw amplifikacyjnych reakcji PCR.

Tabela 6. Odczynniki wykorzystane do rozdziatu produktéw reakcji PCR w zelu agarozowym.
Tabela 7. Dtugosci produktéw PCR dla genéw NPHS1, NPHS2 oraz WT1.

Tabela 8. Odczynniki oraz zestaw wykorzystane do oczyszczania produktéw PCR.

Tabela 9. Odczynniki wykorzystane do reakcji sekwencjonowania przedstawia

Tabela 10. Sktad mieszaniny w reakcji sekwencjonowania.

Tabela 11. Parametry programu reakcji sekwencjonowania

Tabela12. Odczynniki oraz ptytka wykorzystane do oczyszczeniaproduktéw sekwencjonowania.
Tabela 13. Odczynniki wykorzystane do elektroforezy kapilarnej.

Tabela 14. Odczynniki wykorzystane do reakcji real time PCR z sondami typu TagMan.
Tabela15. Sktad mieszaniny reakcyjnej real time PCR z sondami typu TagMan

Tabela 16. Parametry programu amplifikacyjnego reakcji real time PCR z sondami TagMan.
Tabela 17. Informacje dotyczace stezenia oraz czystosci izolatdbw DNA pacjentow z NS.

Tabela 18. Informacje dotyczace stezenia oraz czystosci izolatdbw DNA grupy kontrolnej.

Tabela 19. Szczeg6towe informacje dotyczace przebiegu klinicznego choroby oraz podtoza
molekularnego zespotu nerczycowego.

Tabela 20. Lokalizacja poszczegdlnych eksondéw genu nefryny w produktach PCR.

Tabela 21. Informacje dotyczace mutacji zidentyfikowanych w genie NPHS1 u pacjentéw z
zespotem nerczycowym.

Tabela 22. Informacje dotyczace mutacji zidentyfikowanych w genie NPHS2 u pacjentow w
zespotem nerczycowym.

Tabela 23. Informacje dotyczace mutacji zidentyfikowanych w genie WT1 u pacjentow w
zespotem nerczycowym.

Tabela 24. Informacje dotyczace wariantow nukleotydowych oraz lokaizacji zbadanych SNP w
genie nefryny.

Tabela 25. Czggtosci alleli i genotypow zbadanych polimorfizméw SNP w genie nefryny u 0sdb z
grupy badanej i kontrolnej.

110



Tabela 26. Obliczenia statystyczne dotyczace polimorficznych SNP w genie nefryny.

Tabela 27. Informacje o polimorfizmach SNP przeanalizowanych metoda sond TagMan.

Tabela 28. Informacje dotyczace polimorfizméw SNP w genie podocyny zbadanych w wyniku
sekwencjonowania.

Tabela 29. Czestosci aleli i genotypdw zbadanych polimorfizméw SNP w genie podocyny u 0sbb
z grupy badangj i kontrolnej.

Tabela 30. Andiza statystyczna polimorficznych SNP w genie podocyny u pacjentéw z zespotem
nerczycowym i u 0sdb zdrowych.

Tabela 31. Informacje dotyczace wariantow nukleotydowych oraz lokaizacji zbadanych SNP w
genie WT1.

Tabela 32. Czestosci alleli i genotypow zbadanych polimorfizméw SNP w genie WT1 u os6b z
grupy badanej i kontrolnej.

Tabela 33. Obliczenia statystyczne dotyczace polimorficznych SNP w genie WT1.

111



Lisarycin

Ryc. 1. Przyktadowy odczyt sekwencji fragmentu genu podocyny w postaci pliku tekstowego.

Ryc. 2. Przyktadowy dektroforegram dobrej jakosci fragmentu genu podocyny przedstawigjacy wysokosci
pikéw fl uorescencyj nych sekwencji DNA.

Ryc. 3. Przyktadowy dektroforegram fragmentu genu podocyny przedstawiajacy wysokosci pikow
fluorescencyjnych sekwencji DNA z pojedynczymi pikami stabsze jakosci.

Ryc. 4. Rozdziat produktéw PCR (fragment Nef 6, 1181 p.z.).

Ryc. 5. Rozdziat produktéw PCR (fragment Nef 8, 579 p.z.).

Ryc. 6. Rozdziat produktéw PCR (fragment Pod3, 412 p.z.).

Ryc. 7. Rozdziat produktéw PCR (fragment Pod8, 544 p.z.).

Ryc. 8. Rozdziat produktéw PCR (fragment WT1 5, 353 p.z).

Ryc. 9. Rozdziat produktéw PCR (fragment WT1_9, 416 p.z.).

Ryc. 10. Odczyt sekwencji fragmentu genu podocyny u pacjenta z zespotem nerczycowym w postaci pliku
tekstowego, fragment Pod3, pacjent K72.

Ryc. 11. Elektroforegram dobrg jakosci fragmentu genu podocyny u pacjenta K72 z zespotem
nerczycowym przedstawiajacy wysokosci pikéw fluorescencyjnych sekwencji DNA, fragment Pod3.

Ryc. 12. Elektroforegram  fragmentu genu podocyny u pacjenta K72 z zespolem nerczycowym
przedstawigjacy wysokosci pikéw fluorescencyjnych sekwencji DNA z pojedynczymi pikami stabsze
jakosci, fragment Pod3.

Ryc. 13. Niezréwnowazeni e sprzezeh w genie nefryny dla pacjentéw z zespotem nerczycowym (algorytm
Gabrid et al.).

Ryc. 14. Niezrownowazenie sprzezen w genie nefryny dla gupy kontrolng (algorytm Gabrid et al.).

Ryc. 15. Niezréwnowazenie sprzezen w genie nefryny dla pacjentéw z zespotem nerczycowym i 0séb
zdrowych, (algorytm Gabridl et a.).

Ryc. 16. Niezrownowazenie sprzezen w genie podocyny dla pagjentéw chorujacych na zespét nerczycowy
(algorytm Gabrid et al.).

Ryc. 17. Niezréwnowazenie sprzezen w genie podocyny dia grupy kontrolngj (algorytm Gabrid et a.).
Rys. 18. Niezréwnowazenie sprzezen w genie podocyny dla pacjentéw z zespotem nerczycowym i osob
zdrowych (algorytm Gabridl et al.).

Ryc. 19. Niezrbwnowazenie sprzezen w genie WT1 dla pacjentéw z zespotem nerczycowym (algorytm
Gabrid et al.).

Ryc. 20. Niezrownowazenie sprzezen w genie WT1 dla gupy kontrolng (algorytm Gabrid et al.).

Ryc. 21. Niezréwnowazenie sprzezen w genie WT1 dla pacjentéw z zespotem nerczycowym i 0sob
zdrowych (algorytm Gabrid et al.).

112



Lista zatacznikéw

Zatacznik 1. Zgoda Komigji Bioetycznej na prowadzenie badan naukowych.

Zatacznik 2. Swiadoma zgoda na udziat w badaniach genetycznych.

Zatacznik 3. Ankieta dla pacjentéw z zespotem nerczycowym.

Zatacznik 4. Ankieta dla osdb zdrowych.

Zatacznik 5. Genotypy polimorfizméw SNP w genie nefryny dla pacjentéw z zespotem
nerczycowym.

Zatacznik 6. Genotypy polimorfizméw SNP w genie nefryny dla oséb zdrowych.

Zatacznik 7. Genotypy polimorfizméw SNP w genie podocyny otrzymane w oparciu o sondy typu
TagMan dla pacjentdéw z zespotem nerczycowym.

Zatacznik 8. Genotypy polimorfizméw SNP w genie podocyny otrzymane w oparciu o sondy typu
TagMan dla osob zdrowych.

Zatacznik 9. Genotypy polimorfizméw SNP w genie podocyny dla pacjentow z zespotem
nerczycowym.

Zatacznik 10. Genotypy polimorfizméw SNP w genie podocyny dla osdb zdrowych.

Zatacznik 11. Genotypy polimorfizméw SNP w genie WT1 dla pacjentéw z zespotem
nerczycowym.

Zatacznik 12. Genotypy polimorfizméw SNP w genie WT1 dla osob zdrowych.

Zatacznik 13. Wartosci wyrazajace LD w genie nefryny dla pacjentéw z zespotem nerczycowym.
Zatacznik 14. Wartosci wyrazajace LD w genie nefryny dla osob zdrowych.

Zatacznik 15. Wartosci wyrazajace LD w genie nefryny dla pacjentéw z zespotem nerczycowym i
0s0b zdrowych.

Zatacznik 16. Wartosci wyrazajace LD w genie podocyny dla pacjentéw z zespotem
nerczycowym.

Zatacznik 17. Wartosci wyrazajace LD w genie podocyny dla 0sdb zdrowych.

Zatacznik 18. Wartosci wyrazajace LD w genie podocyny dla pacjentéw z zespotem
nerczycowym i 0sob zdrowych.

Zatacznik 19. Wartosci wyrazajace LD w genie WT1 dla pacjentéw z zespotem nerczycowym.
Zatacznik 20. Wartosci wyrazajace LD w genie WT1 dla osob zdrowych.

Zatacznik 21. Wartosci wyrazajace LD w genie WT1 dla pacjentéw z zespotem nerczycowym i

0s0b zdrowych.

113



Zatacznik 1. Zgoda Komisja Etycznej na prowadzenie badan naukowych, czgsc¢ |

LINIWERSYTET MEDYCZNY 1M, KAROLA MARCINKOWSKIEAD W POZMAMNIL

KOMISIA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSY TECIE MEDY CINYM
M. KAROLA MARCINKOWSKIEGD W POZNANIL

Colleglam Maius tel. {+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 o (+48 61) 353 &1 07
G1=T01 Poznat vy, blcetybin, imp.edw.pl
Uchwata nr 974/09
ey ¢ fmln J ppresfwiar J PO o, @ Dt hall il J delaiop gy e A Wiary Sives | Dmall Sedroras ¢
ﬂll’-'ll-' _‘lfﬂwlﬂﬂj—ﬂ:—h h—;hmﬂnﬁ?ﬂ"m;::{ﬂauqm ‘F#IH‘H:
Wk 00 a0 H-qr-'ql - me:r_wn—r;uiqﬁhmmhm Y
i N UL M i i - F=hmva hiaaia omamw
e O s Y e TN Huuw.m—-m:ﬂymhﬂﬁu R shryrergeria
miprwidpalanial e dedieo | ppaves [T [0 B JRL B g MR Sl | deis A dwiseis Jde @ PARMRE PSR L e
w.mmmnmnw:n mumm|ﬂnhhkmrm M dEgnd b vl
L] I.'I'Hll'mm hquli- v wyperde daloms s el e b
 puigrin - Sy it bl mﬂ-‘fﬂ-&- e ML pr MM bl

mﬂ—.—mmm - ..-—.......-.-.-.mm

Komisfa, ma posiedzenin w dnin: 05 Nstopada 2009 r.

rozpatrivle wnlosek, kedry proedstawila Poni:
dr hab. n. med. Danuta Ostalska-Nowicksa

w sprawie provwadzenia badad w
Kiinice Kardictogii | Nefrologii Dzieciecef UM w Poznaniy

Gldwny badacg: mgr Malgorzata Jaroniec
Crlonkowie zespolu

badmecpego: dr hab. n. med. Michal Nowicki

dr n. med. Witold Szaflarski
prof, dr hab. n. med. Eftbieta Kaczmarek

Temiay badav: "Analiza zmian s&kwnncﬂnmh w kluczowych genach dfa
rozwaofu zespofu nerczycowego u dzieci™.

Komisia wyrada ggody na provadzenie badari

114



Zalacznik 1. Zgoda Komisa Etycznej na prowadzenie badan naukowych, czesé 11

QiisiA BIOETYCZNA
IR IWERSYTERIE MEDYCEMYM

mi. krrely S e b ot E - T T

§1-701 Poznan, ul. Fredry 10

i s SME AD 0SOBOWY KOMISIT BIOETYCZNES

05, 11200,
zdmia s
Lp . s : .
. Imi¢ | Nazwisko Specialnodd Miejsce Pracy
Prevescdaicagey Bomi
1. Blaredrn Med B i
dr hab, t Ik yeymy Sndiwej LM
prof. Zypmum i'_'ﬂ":' by e, | Briuiign €, Porasd
Ze ca Preswodnicziesps Fomisji y N
2, | prof. dr kb, Jamusz Wiknlewski Hlcznd Windzisl Meuk Polttyozmwck | Delennlkarstaa
UaM, ul Umuliowska 894 Poznan
BIESEEE 1 | [
3. | prot. dr heb. Roman Sxul numnn-lfp..m R Rl sy  bwsren] Foewp
atolarygologis St
Kaiedra Pesomecfilagii Kliniczne U
4, " \ ; ; P
peal, dr hah, Janusz Szvmad anztamia pesalogiczns | - " ioga 4,
pedintris, EClindkca Chordb Zakn#mych | Mesrologs
5. |pmfdr beb Wojclech Skatewskd nesclagis deiccigen, | Dzsecipenj UM
choruby eakiine Sl Sapiatns 3103, Dol
Klinika Imtensysmej Terapii Kardiologiceney «
6. | prof. dr bab, Henryk Wysocki mw Chant Wewngirznych UM
ul Proynparcweiciego 47, Foznid
1 priad UM dr lab, med. prmetvica kismdcrna, Karzdre | Zakied Geneyki Medvezngg LM
" | Macig] Krawerytisks akulistyks ol. (Gnorwaldzica 55, Paznman
g ginskclogie d Khiniks Misplodeats | Endakrmalagi
8. | hab. o med. Robert Spaciylali | smicran Boarodu LM, ul, Pobne 33, 60-535 Pozsan
. onkcopis kiiniczns, | Klinda Chaadapii LM,
ol radicierapis ul. Egleows 172, Pozna
chanirgia opdlne, Elinika Chirangii Oypdlnegj i Nacgymnee e
1. | prof dr heb, Pawet Cheoifiski macEymiawa i Angialogid UM, ZOE MEWIA ul. Dajazd M,
angiologia A
. . Eowedrn | Zakhad Fizjelagh UM,
11, | peol. d hab, Janusx Peluszak fizjologis klisdezna | Swigeickiogo &
. ial Ti M
12 {la. peut.d bk, Jerzy Troska tealogia, siyka Wodaint Teohgiemy UAM,
13, Nrhab . Ochmmikd prewil Pwﬂ;::}lﬂ Fraws UIAM, ul, Sw, Marein 90,
14. | ér ferm. Olimpia KEmeszevaka Earmaczuta Agpieka | Halifren™
15, | Barbar Lipiak plelggndarkn ZOZ Grunwald

115



Zalacznik 1. Zgoda Komisja Etycznej na prowadzenie badan naukowych, czesé 111

KOMIS1A BIDETY CEZMNA

pry
UNIWERSYTECIE MEDYCENY M
im, arels Wy iako sk ipgn w Foznanio
£1-T01 Poznan, ul. Fradry 10

tal. [+42 €1) BR4 B2 51, A54 60 €0 LISTA DII-ECNDQCI

fan [+48 61] ESS B1 0T

KOMISI BIOETYCZNES
PREY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM IM. KARDLA MARCINKOWSKIEGD
W POENANTU

Posiedrenic Komisjl dunja: 05 listopada 2009 r,

PEIWOASSIEY.  prof zw. dr hab, ZYGMUNT PRZYBYLSKI

Zuipes  prof. dr hab, JANUSZ WISNTEWSK)

Cromboowsie: prof, dr hab. ROMAN SEULC

prof. dr hab. JANUSE SZYMas
prof. dr hab. WOJCIECH SEUZEWSKI

prof. dr hab. HENRYK WYSOCK!

prof. UM dr hab. med.
MACTE] KRAWCZYNSKI

dr hob. n. med. ROBERT SPACTYNSKI
dr med. FIOTR TOMCZAK

prof. dr hab. PAWEL CHECINSKI

prof. dr hab, JANUSE PALUSEAK
ks, prof. dr hab. JERZY TROSKA

dr hab. JERZY W, OCHMANSKI

dr farm. OLIMPLA KLIMASFEWEEA OUEI‘«'-H—AM-{L-

e |
BARBARA LIPIAK Qé(%i /

116



Zatacznik 2. Swiadoma zgoda na udziat w badaniach genetycznych.

Wersja 2/maj 2009

INFORMACJE O UDZIALE W BADANIU NAUKOWYM W SZCZEGOLNOSCI O BADANIU MOLEKULARNEGO
PODtOZA ZESPOtU NERCZYCOWEGO

Cel badania

Zesp6t nerczycowy (ZN) to ztozona choroba, ktora objawia sie biatkomoczem oraz licznymi jego
nastepstwami (hipercholesterolemia, hipoproteinemia, nadkrzepliwos¢). U podtoza ZN lezg ktebuszkowe
zapalenia nerek. Dotychczasowe badania wykazaty, ze ZN moze mie¢ podtoze genetyczne. Zidentyfikowany
zostat szereg gendw kluczowych dla rozwoju ZN. W naszym laboratorium, postanowilismy zbadaé¢, jakie
polimorfizmy (réznice) DNA w tych genach wptywaja na zapadalnos¢ na te chorobe. W prowadzonych
analizach, skupimy sie na mutacjach typu SNP, czyli zmianach dotyczacych pojedynczego nukleotydu.
Otrzymane wyniki pozwola na gtebsze poznanie sposobu, w jaki rozwija sie choroba, co w przysztosci by¢
moze pozwoli na udoskonalenie doboru odpowiedniej terapii. Aby byto to mozliwe niezbedne jest
odniesienie otrzymanych wynikéw do grupy kontrolnej (os6b chorujacych na dane schorzenia). Paristwa
udziat polega na reprezentowaniu grupy kontrolne;j.

Procedura badania
Bedzie Pani/Pan proszona/y o udzielenie odpowiedzi na kilka pytan zawartych w ankiecie, w tym
historii chordb w rodzinie.
Pobrana zostanie prébka krwi (10ml).

Poufnosé

Dane zebrane w czasie Pani/Pana uczestnictwa w badaniu, tacznie z Pani/Pana danymi osobowymi, beda
traktowane jako poufne. Identyfikacja Pani/Pana danych bedzie dokonana poprzez nadanie im numeru
ewidencyjnego, co pozwoli na zachowanie ich anonimowosci. Weryfikacja Pani/Pana danych osobowych
bedzie odbywac¢ sie tylko w osrodku badawczym i bedzie dokonana przez lekarzy i badaczy
uczestniczacych w projekcie, pod rygorem zachowania tajemnicy stuzbowej. Dane te nie beda
udostepniane innym podmiotom.

Whyniki badania naukowego, w ktérym bierze Pani/Pana udziat, moga by¢ publikowane lub prezentowane
w trakcie spotkari naukowych, jednakze réwniez w tych przypadkach wszelkie dane dotyczace Pani/Pana
osoby pozostang anonimowe.

SWIADOMA ZGODA NA UDZIAt W BADANIU

Wyrazam zgode na udziat mojego dziecka w badaniu naukowym dotyczacym molekularnego podtoza
zespotu nerczycowego.

Zapoznatam/em sie z informacja 0 badaniu i rozumiem jej tresc.

Wyrazam zgode na przechowywanie i przetwarzanie moich / mojego dziecka danych osobowych
zebranych dla celéw badania. Zostatam/em poinformowana/y, ze mam prawo do wglagdu do moich /
mojego dziecka danych osobowych, do ich poprawiania, uzupetniania badz wycofania z bazy danych.

117



Zatacznik 3. Ankieta dla pacjentow z zespotem nerczycowym, czes¢ |

Idiopatyczny Zespo6t Nerczycowy
Ankieta mgr Malgorzata Jaroniec, listopad 2009 (wedtug Prof. Dr. F. Hildebrandt)

Informacje ogolne o pacjencie

Nazwisko: Imie: data ur.: _ [/
OK 0OM Wzrost: cm Masa ciata przed choroba; kg
Zespot nerczycowy U Tak U Nie
w$rod rodzicéw / krewnych [ Matka [l Brat
[l Ojciec Ll Siostra

[ Inni:
Pochodzenie: U polskie U Inne europejskie L Inne
I. Wstepne badanie kliniczne: MM/ DD/ YYYY

1. Objawy (poczatkowe)
[l wiek w chwili zachorowania (lata + miesigce).....................

Ul ostry przypadek Ll obrzek (obwodowe/ ptuc/ OUN)

[l podczas rutynowego badania [l wysokie ci$nienie krwi (przed terapig steroidami)
[l wymaga leczenia

[] krwiomocz

Ll inne objawy:
2. Wyniki laboratoryjne (poczatkowe)

Badania krwi: [J Kreatyna: ___mg/d|

Analiza moczu: [ Biatkomocz:___ma/kg me/24h lub GFR:___ml/min/1,73m? biatko ma/crea mg

[l Biatka surowicy: g/l [ selektywne [ nie-selektywne
Albumina: all

Ll Nieprawidtowosci immunologiczne (immunoglobuliny / sktadniki dopetniacza)
[J ANA [J ANCA [] dsDNA
Ll obnizony C 3 I obnizony C ,

[J Krwinkomocz

3. Biopsja nerki 1 Biopsja 2 Biopsja
MM //YYYY MM / \?YYY
MCD (zmiany minimalne) U 0o
FSGS (ognisk. i segm. sklerotyzacja ktebuszkéw) [ 0o
Cechy niedojrzatosci ktebuszkéw nerkowych 0d 0o
Mezangialna proliferacja 0d 0o
Inne: 00 0o
IgA 00 0o
IgM 00 0o

lg G HlN 0o
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Zatacznik 3. Ankieta dla pacjentéw z zespotem nerczycowym, czesé |1

00
[

Cs
C,
L eczenie

[ |
[

1. Kortykosteroidy [ Tak [ Nie

10.

[] Steroidowrazliwos¢ [] Petna odpowiedz
Nawrot [J] Tak [] Nie

[l Czesciowa odpowiedz

Nawrot (] Tak [] Nie

[] Steroidoopornosé

Leki cytotoksyczne [l Tak L Nie Nazwa leku: + czas leczenia
Odpowiedz (remisja ) kliniczna:

Odpowiedz (remisja ) biochemiczna:
11. Cyklosporyna A (CsA) [ Tak U Nie Czas leczenia
Odpowiedz (remisja ) kliniczna:

Odpowiedz (remisja ) biochemiczna:

4. Dializa / Transplantacja nerki MM /YYYY

Data koncowej niewydolnosci nerek: / [l Niepowodzenie transplantacji z powodu:

l: transplantacja: / [l Nawrotu
2 transplantacja: /

[l Utraty przeszczepu z powodu: [J Nawrotu [l Odrzucenia
[I[Data niepowodzenia przeszczepu: __/

[11. Dodatkowe informacje
Pacjent choruje / chorowat na nastepujace choroby:

[l Gtuchota [l Niski wzrost [l Anomalie uktadu moczowego

[ Slepota [] Dyzmorfia twarzy [l Wrodzona wada serca

[l Matogtowie [l Szesciopalczastos¢ L] Alergie

[l Opéznienie rozwoju psychoruchowego Ll Dysplazja Kregowo-nasadowa

[l Nowotwory / (guz Wilmsa) [l Cukrzyca typ |

0 Cukrzyca typ Il [l Choroby autoimmunologiczne (RZS, SLE, CU, ch. Crohna)
[l Wirusowe zapalenie watroby

U Inne:

Czy kto$ z bliskich pacjenta choruje na wymienione wyzej choroby? Jesli tak, kto | na jakie?

1
2.
3.

V. Uwagi
(opis biopsji, rozmazu, spostrzezenia)
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Zatacznik 4. Ankieta dla osdb zdrowych.

Idiopatyczny Zesp6t Nerczycowy - Populacja kontrolna

Ankieta, wersja listopad 2009 (wedtug Prof. Dr. F. Hildebrandt)

Informacje ogolne o pacjencie

data ur.:

U Nie
Ul Brat
[l Siostra

Nazwisko: Imie:
0K oM Wzrost: cm
Zespot nerczycowy wsrdd rodzicow / krewnych U Tak
[J Matka
Ll Ojciec
[ Inni:
Pochodzenie: Ll polskie U Inne europejskie U Inne

/

/

Dodatkowe informacje

Pacjent choruje / chorowat na nastepujace choroby:

[l Gtuchota [l Niski wzrost [l Anomalie uktadu moczowego
[ Slepota [] Dyzmorfia twarzy [l Wrodzona wada serca

[l Matogtowie [l Szesciopalczastos¢ L Alergie

[l Opdznienie rozwoju psychoruchowego Ll Dysplazja Kregowo-nasadowa
[l Nowotwory / (guz Wilmsa) [l Cukrzyca typ |

0 Cukrzyca typ Il [l Choroby autoimmunologiczne (RZS, SLE, CU, ch. Crohna)

[l Wirusowe zapalenie watroby
U Inne:

Czy kto$ z bliskich pacjenta choruje na wymienione wyzej choroby? Jesli tak, kto | na jakie?

1
2.
3.
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Zatacznik 5. Genotypy polimorfizméw SNP w genie nefryny dla pacjentdéw z zespotem nerczycowym.
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Zatacznik 6. Genotypy polimorfizméw SNP w genie nefryny dla oséb zdrowych.
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Zatacznik 7. Genotypy polimorfizméw SNP w genie podocyny otrzymane w oparciu 0 sondy

typu TagMan dla pacjentéw z zespotem nerczycowym.

s 3|8 g Sl 3
T3 8|hE|R| D
— AN A IYe) o — (o))
IR NI3IB|Z
s I R 7 I B I
1 P
1| K72 |AA|AG |AG |[cC|cT |GG
2| K75 |AA |AG |AG |CC|CT |GG
3| K77 |AA |AG |AG |CC|TT |GG
4| K81 |AA |GG |AG |CcC|TT |GG
5| K82 |AA |GG |AG |CC|TT |GG
6| K83 |AA |AG |AG |CC|CT |GG
7| K84 |AA |AG |AG [CC|TT |GG
8| K85 |AA |GG |AG |CC|TT |GG
9| K89 |AA |GG |AG |CC|TT |GG
10| K94 |AA|AG |AG |CC|TT |GG
11| K96 |AA |GG |AG |cC|TT |GG
12| K98 |AA |AG |AG |CC|TT |GG
13| K100 |AA |GG |AG |CC|TT |GG
14| K102 |AA |AG |AG |CC|TT |GG
15| K103 |AA |AG |AG |CC|TT |GG
16| K104 |AA |GG |AG |CC|TT |GG
17| K106 |AA |GG |AG |CC|TT |GG
18 | K107 |AA |AG |AG |CC|CT |GG
19| K108 |AA |AG |AG |CC|TT |GG
20| K110 |AA |AG |AG |[cC|TT |GG
21| K111 |AA |AG |AG |CC|CT |GG
22| K115 |AA |GG |AG |CC|TT |GG
23| K119 |AA |GG |AG |[cC |TT |GG
24| K122 |AA |AG |AG [cC|CT |GG
25| K123 |AA |AG |AG [CC|CT |GG
26| K126 |AA |GG |AG [cC|TT |GG
27| K128 |AA |GG |AG |[cc|cT |GG
28 K131 |AA |AG |AG [CC|TT |GG
29 (K132 |AA |GG |AG [cc|cT |GG
30|K134 |AA |AG |AG [cC|cT |GG
31 (K139 |AA |GG |AG |[CC|TT |GG
32 (K147 |AA |GG |AG |[CC|TT |GG
33|K162 |AA |AG |AG [cC|TT |GG
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Zatacznik 8. Genotypy polimorfizméw SNP w genie podocyny otrzymane w oparciu 0 sondy

typu TagMan dla osob zdrowych.
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17| C17 |AA |AG |AG |CC |TT |GG

18| C18 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

19|/C19 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

20| C20 |AA |AG |AG |CC |TT |GG
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23|C23 |AA |GG |AG |CC |TT |GG
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30| C30 |AA |AG |AG |CC |TT |GG

31|C31 |AA |AG |AG |CC |TT |GG

32|C32 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

33|C33 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

34|C34 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

35|C35 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

36| C36 |AA |[AG |AG |CC |TT |GG

37|C37 |AA |AG |AG |CC |TT |GG

38| C38 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

39|C39 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

40| C40 |AA |AG |AG |CC |TT |GG

41|1C41 |AA |AG |AG |CC |TT |GG

421C42 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

43| C43 |AA |AG |AG |CC |TT |GG

441C44 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

45]|C45 |AA |GG |AG |CC |TT |GG

46| C46 |AA |GG |AG |CC |TT |GG
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Zatacznik 9. Genotypy polimorfizméw SNP w genie podocyny dla pacjentow z zespotem

nerczycowym.
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T//5005S4

65€808TTS!

€1689G¢Ts!

80.T0VCTSI

TrerSs89Ts!

TT.T0VCTS!

18//899S1

g€eeovects!

€CrB8ELES)

86581/.2TS/

elUualoed poy

.QI_

1 K72 |TT |CT |[TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG |[CT |GA |CC |GG
2 K75 |TT |[CT TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG ICT |GA |CC |GG
3 K82 |TT |CC TT |AA |TT |TT [TT |CC |AA |GG [TT |AA |CC |CC
4 K84 |TT |CC |[TT |AA (CT |TT |CT |CC |AA |GG ICT |AA |CC |CG
5 K94 |TT |CC TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG |[CT |AA |CC |CG
6 K98 |TT |CC TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG |[CT |AA [CC |CG
7 K100 [TT |CC TT |AA |[CC |TT |CC |CC |AA |GG [TT |AA [CC |CC
8 K102 |TT |CC TT |AA |[CT |TT |CT |CC |AA |GG |[CT |AA |CC |CG
9 K103 |TT |CC TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG |[CT |AA |CC |CG
10 K107 \TT |CT |TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG |CC |GA |CC |GG
11 K108 |TT |CC |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG [CT |AA |CC |CC
120 K109 |TT |CC |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG |CC |GA |CC |GG
13 Ki11 |TT |CT |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG [TT |GA |CC |GG
14 K115 |TT |CC |TT |AA |CC |TT |CC |CC |GA |GG [TT |AA |CC |CG
15 K119 |TT |CC |TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG TT |AA |CC |CC
160 K123 |TT |CC |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG |CC |AA |CC |GG
17 K126 \(TT |CC |TT |AA [CT |TT |CT |CC |AA |GG CT |AA |CC |CC
18 K128 |[TT |CC |[TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG TT |AA [CC |CC
19 K132 |[TT |CC |[TT |AA [CT |TT |CC |[CC |AA |GG [TT |AA |CC |GG
200 K134 |[TT |CC [TT |AA |CC |TT |CC |[CC |AA |GG [TT |AA [CC |CG
21 K139 |TT |CC |[TT |AA [TT |TT |[TT |CC |AA |GG TT |AA |CC |CC
22 K162 |[TT |CC |[TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG |CT |AA |CC |CG
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Zatacznik 10. Genotypy polimorfizméw SNP w genie podocyny dla osdb zdrowych.

T6S0TYTSA

8TT66EYSI

/8G8T8ES

¢6S0TY TS

T//5005S4

65€808TTS!

€1689G¢Ts!

80.T0VCTSI

Trers89Ts!

TT.T0VCTS!

18//899S1

g€eeovects!

€Cr8ELES)

865817.2TS/

T |CT |TT |AA |[CC |TT |CC |CC |AA |GG |CT |AG |CC |CG

elUualoed poy

C8

.QI_

1

2 Ci11 |TT |CC TT |AA |CC |TT |CC [CC |AA |GG |[CT |AA |CC |CG

3 Ci12 |TT |CC TT |AA |CC |TT |CC [CC |AG |GG |[CT |AA [CC |CG

4 Ci3 |TT |CC |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG CT |AA |CC |CG

5 Ci14 |TT |CC TT |AA |CC |TT |CC [CC |AA |GG |[CT |AA |CC |CG

6 C15 |TT |CC TT |AA |CT |TT |CT [CC |AA |GG |[CT |AA |CC |CG

7 C36 |TT |CC TT |AA |CC |TT |CC [CC |AG |GG |[CT |AA |CC |CG

8 C39 |TT |CC TT |AA |[CT |TT |CT |CC |AA |GG [TT |AA |CC |CC

9 C51 |TT |CC TT |AA |CT |TT |CT [CC |AA |GG |[CT |AA |CC |CG
10 C52 |TT |CC |TT |AA [TT |TT |TT |CC |AG |GG TT |AA |CC |CC
11 C53 |TT |CC |[TT |AA |CC |TT |CC |CC |AG |GG [TT |AA [CC |CC
120 C54 |TT |CT |TT |AA [CT |TT |CT |CC |AA |GG ICT |AG [CC |CG
13 C68 |TT |CC |[TT |AA |CC |TT |CC |[CC |AA |GG [TT |AA [CC |CC
14 Ce9 |TT |CC |TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG |CT |AA |CC |CG
15 C70 |TT |CC |[TT |AA [TT |TT |TT |CC |AG |GG TT |AA |[CC |CC
16 C71 |TT |CC |[TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG TT |AA [CC |CC
17, C73 |TT |CC |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AG |GG [TT |AA |CC |CC
18§ C74 |TT |CT |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG |CC |AG |CC |GG
19 C75 |TT |CT |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AG |GG CT |AG |CC |CG
200 Cr6 |TT |CT |TT |AA |CC |TT |CC |CC |AG |GG |CT |AG |CC |CG
214 Cr7 |TT |CC |[TT |AA |CC |TT |CC |CC |GG |GG TT |AA |CC |CC
220 C78 |TT |CC |[TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG |CT |AA |[CC |CG
23 C79 |TT |CC |[TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG TT |AA |CC |CC
24 C80 |TT |CC |TT |AA [TT |TT |[TT |CC |AA |GG TT |AA |CC |CC
25 C81 |TT |CT |[TT |AA |CC |TT |CC |CC |AA |GG |CC |AG |CC |GG
26/ C83 |TT |CC |[TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG |CT |AA |CC |CG
270 C84 |TT |CT |[TT |AA |ICT |TT |CT |CC |AA |GG |[CT |AG |CC |GG
28 C85 |TT |CC |[TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG CT |AA |CC |CG
29, C86 |TT |CC |[TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG TT |AA |CC |CC
300 C87 |TT |CC |[TT |AA |CT |TT |CT |CC |AA |GG |CT |AA |CC |CG
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Zakacznik 11. Genotypy polimorfizméw SNP w genie WT1 dla pacjentéw z zespotem nerczycowym.
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4/ K115|cc
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6 K123|cc
7 K128|ct

8 K132|cc

9 Kl147|cc
10| K131|cc
11} K107|cc
12| K139|cc
13| K72 |cc
14 K111 |cc
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. Zaltacznik 12. Genotypy polimorfizméw SNP w genie WT1 dla 0sdb zdrowych.

GTE0E0SS

aa
aa

aa
aa

aa
aa
aa
aa

aa

aa

Y6SvECes )

99

g9 |aa

99
99

g9 |aa

g9 |aa

99
99

g9 &g
g9 &g

99

99
99
99

99 &g

99

g9 |aa

99

g9 |aa

g9 Jaa

LE666LTS

ct
tt
tt

ct

ct
tt
tt

cCc
ct
tt
tt

tt
tt

ct

tt

ct

tt

ct

ct

8./T168¢S1

99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99

99
99
99
99
99
99
99
99

6/,.1¥68¢S1

tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt

tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt

,//.T¥68¢S1

tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt

tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt

68021768¢S 4

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cC
cC
cC
cc
cc

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cC
cC

€6aveces!

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cCc

ca
ca
cc
cc
cc
cc

ca
cc
cc
cc
cCc
cCc

¢6SveECes

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cC
cC
cC
cc
cc

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cC
cC

¥S/.9TS1

&g

&g

ag
ag

¥/.20€0SS 4

tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt

tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt
tt

/99GG8/ TS

065v€Ccs 4

aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa |aa
aa |aa
aa |aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa [aa
aa |aa
aa |aa

8020€0SS 4

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cC
cC
cC
cc
cc

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cC
cC

€2C688T19s

18056¢¢cs

89T0E0SS

gg |aa |aa

g9 @ |aa

gg |aa |aa

gg |aa |aa

g9 @ |aa

g9 @ |aa

gg |aa |aa

gg |aa |aa

g9 99 |aa

g9 &g |aa

gg |aa |aa

gg |aa |aa

gg |aa |aa

gy aa |aa

g9 @ |aa

gg |aa |aa

g9 @ |aa

gg |aa |aa

g9 |ag |aa

g9 |ag |aa

¥8avEccs )

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cCc
cCc
cCc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cCc
cCc

V/62EE6S A

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cc
cC
cC
cC
cc
cc

cc
cc
cc
cc
cc
cc
cC
cC

€.6¢ce6s)

g9
99
99
99
99
99
99
g9
99
99
99
99

99
99
99
99
99
99
99
99

€8aveces!

uafoed poy

1 C8 |cc

2 C11 |cc
3 C12 |ct

4 Ci13 |cc
5 Cl14 |cc

6 C15 |cc

7 C36 |cc

8 C39 |cc

9 C51 |cc

.QI_

10 C52 |ct
11 C53 |cc
12 CH4 |cc

13 C68 |cc
14 C69 |cc
15 C70 |cc
16 C71 |cc

17 C73 |ct

18 C74 |ct

19 C75 |cc
20 C76 |ct
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Zatacznik 13. Wartosci wyrazajace LD w genie nefryny dla pacjentéw z NS

L1 L2 D' LOD R2 Cllow Cilhi DIST T-int
rsr31934  rs2071327 |1 29 0,53 0,51 1 360 5,55
rs731934  g.25440C>T | 0,67 0,92 0,2 0,15 0,91 546 -
rsr31934  rs466452 |1 1,06 0,13 0,17 0,99 599 -
rs731934  rs4806213 |1 0,19 0,02 0,05 0,97 691 -
rs731934  rs33950747 |1 0,48 0,08 0,08 0,98 17337 -
rs731934  rs34982899 | 1 0,18 0,08 0,05 0,97 18277 -
rs731934  rs3814995 0,17 0,11 0,03 0,01 0,55 20302 -
rs731934  9.25440C>T |1 1,16 0,24 0,19 0,99 186 5,46
rsr31934  rs466452 |1 1,16 0,24 0,19 0,99 239 -
rs731934  rs4806213 |0 0 0 0,04 0,97 331 -
rs731934  rs33950747 |1 0,31 0,04 0,06 0,98 16977 -
rs731934  rs34982899 |0 0 0 0,04 0,97 17917 -
rs731934  rs3814995 | 0,26 0,08 0,03 0,02 0,75 19942 -
9.25440C>T rs466452 |1 0,22 0,06 0,05 0,97 53 514
0.25440C>T 14806213 |1 0,09 0,01 0,04 0,97 145 -
9.25440C>T rs33950747 | 1 0,45 0,17 0,08 0,98 16791 -
9.25440C>T rs34982899 | 1 0,45 0,17 0,08 0,98 17731 -
9.25440C>T rs3814995 | 0,61 0,36 0,2 0,06 0,89 19756 -
rs466452  rs4806213 |1 0,45 0,17 0,08 0,98 92 4,22
rs466452  rs33950747 | 1 0,09 0,01 0,04 0,97 16738 -
rs466452  rs34982899 | 1 0,09 0,01 0,04 0,97 17678 -
rs466452  rs3814995 | 0,67 0,89 0,24 0,14 0,91 19703 -
rs4806213 rs33950747 | 1 0,02 0 0,04 0,97 16646 3,76
rs4806213 rs34982899 | 1 0,02 0 0,04 0,97 17586 -
rs4806213 rs3814995 |1 0,23 0,09 0,05 0,97 19611 -
rs33950747 rs34982899 | 1 0,02 0 0,04 0,97 940 2,37
rs33950747 rs3814995 |1 0,23 0,09 0,05 0,97 2965 -
rs34982899 rs3814995 |1 0,16 0,02 0,05 0,97 2025 1,87
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Zatacznik 14. Wartosci wyrazajace LD w genie nefryny dla osob zdrowych.

L1 L2 LOD R2 Cllow Clhi DIST T-int
rs731934 12071327 1 5,48 0,6 0,7 0,01 360 8,7
rs731934 0.25440C>T |1 1,14 0,17 0,18 1 546 -
rs731934 466452 1 1,46 0,17 0,25 0,99 599 -
rs731934 4806213 1 0,16 0,04 1 1 691 -
rs731934 rA37168 1 0,46 0,04 0,05 0,97 12509 -
rs731934 rs392702 1 0,46 0,04 0,07 0,98 17153 -
rs731934 rA17786 1 0,46 0,04 0,07 0,98 17475 -
rs731934 1412175 1 0,46 0,07 0,98 0,98 20193 -
rs731934 rs3814995 0,05 0,01 0 0,07 0,57 20302 -
rs2071327 0.25440C>T |1 0,6 0,1 0,09 0,99 186 8,16
rs2071327 466452 1 2,17 0,28 0,4 1 239 -
rs2071327 4806213 1 0,37 0,06 0,07 0,98 331 -
rs2071327 rA37168 1 0,67 0,06 0,1 0,99 12149 -
rs2071327 rs392702 1 0,67 0,06 0,1 0,99 16793 -
rs2071327 417786 1 0,67 0,06 0,1 0,99 17115 -
rs2071327 1412175 1 0,67 0,06 0,1 0,99 19833 -
rs2071327 rs3814995 0,04 0 0 0 0,51 19942 -
0.25440C>T | rsA66452 1 0,11 0,03 0,04 0,97 53 8,16
0.25440C>T | rsA806213 0,39 0,23 0,07 0,04 0,84 145 -
0.25440C>T | rsA37168 1 0,09 0,01 0,04 0,97 11963 -
0.25440C>T | rs392702 1 0,09 0,01 0,04 0,97 16607 -
0.25440C>T | rA17786 1 0,09 0,01 0,04 0,97 16929 -
0.25440C>T | rsA412175 1 0,09 0,01 0,04 0,97 19647 -
0.25440C>T | rs3814995 0,51 0,27 0,06 0,05 0,87 19756 -
rsA466452 4806213 1 0,89 0,21 0,14 0,99 92 7,37
rsA466452 rA37168 0,38 0,21 0,03 0,04 0,85 11910 -
rsA466452 rs392702 0,38 0,21 0,03 0,04 0,85 16554 -
rsA466452 rA17786 0,38 0,21 0,03 0,04 0,85 16876 -
rsA466452 1412175 0,38 0,21 0,03 0,04 0,85 19594 -
rsA466452 rs3814995 0,31 0,23 0,05 0,03 0,69 19703 -
rs4806213 rA37168 0,47 0,84 0,22 0,1 0,82 11818 9,65
rs4806213 392702 0,47 0,84 0,22 0,1 0,82 16462 -
rs4806213 rA17786 0,47 0,84 0,22 0,1 0,82 16784 -
rs4806213 1412175 0,47 0,84 0,22 0,1 0,82 19502 -
rs4806213 3814995 0,26 0,06 0,01 0,03 0,83 19611 -
rsA37168 rs392702 1 3,45 1 0,45 1 4644 16,69
rsA37168 rA17786 1 3,45 1 0,45 1 4966 -
rsA37168 1412175 1 3,45 1 0,45 1 7684 -
rsA37168 rs3814995 1 0,35 0,03 0,06 0,98 7793 -
rs392702 rA17786 1 3,45 1 0,45 1 322 17,34
rs392702 1412175 1 3,45 1 0,45 1 3040 -
rs392702 rs3814995 1 0,35 0,03 0,06 0,98 3149 -
rsA17786 1412175 1 3,45 1 0,45 1 2718 12,74
rsA17786 rs3814995 1 0,35 0,03 0,06 0,98 2827 -
rsA412175 3814995 1 0,35 0,03 0,06 0,98 109 1,46




Zatacznik 15. Wartosci wyrazajace LD w genie nefryny dla pacjentéw z zespotem

nerczycowym i 0sob zdrowych, czgsé |

L1 L2 D) LOD R2 Cllow Clhi DIST T-int
rsr31934  rs2071327 |1 8,38 0,57 0,79 1 360 13,38
rs731934  g.25440C>T | 0,79 1,74 0,16 0,29 0,94 546 -
rsr31934  rs466452 |1 25 0,15 0,45 1 599 -
rsr31934  rs4806213 |1 0,34 0,03 0,06 0,98 691 -
rsr31934  rs437168 |1 0,42 0,02 0,07 0,98 12509 -
rsr31934  rs392702 |1 0,42 0,02 0,07 0,98 17153 -
rs731934  rs33950747 |1 0,43 0,03 0,07 0,98 17337 -
rsr31934  rs417786 |1 0,42 0,02 0,07 0,98 17475 -
rs731934  rs34982899 | 1 0,13 0,03 0,04 0,97 18277 -
rsr31934  rs412175 |1 0,42 0,02 0,07 0,98 20193 -
rs731934  rs3814995 | 0,05 0,02 0 0 0,35 20302 -
rs2071327 9.25440C>T | 1 1,68 0,15 0,3 1 186 12,08
rs2071327 rs466452 |1 3,33 0,26 0,56 1 239 -
rs2071327 rs4806213 |1 0,37 0,05 0,07 0,98 331 -
rs2071327 rs437168 |1 0,64 0,03 0,1 0,99 12149 -
rs2071327 rs392702 |1 0,64 0,03 0,1 0,99 16793 -
rs2071327 rs33950747 |1 0,29 0,01 0,06 0,98 16977 -
rs2071327 rs417786 |1 0,64 0,03 0,1 0,99 17115 -
rs2071327 rs34982899 | 1 0,02 0,02 0,04 0,97 17917 -
rs2071327 rs412175 |1 0,64 0,03 0,1 0,99 19833 -
rs2071327 rs3814995 0,1 0,04 0,01 0,01 0,48 19942 -
0.25440C>T rs466452 |1 0,33 0,04 0,06 0,98 53 10,57
9.25440C>T  rs4806213 | 0,09 0,01 0 0,01 0,69 145 -
9.25440C>T rsA437168 |1 0,13 0,01 0,04 0,97 11963 -
0.25440C>T rs392702 |1 0,13 0,01 0,04 0,97 16607 -
9.25440C>T rs33950747 | 1 0,59 0,1 0,09 0,98 16791 -
9.25440C>T rsA17786 |1 0,13 0,01 0,04 0,97 16929 -
9.25440C>T rs34982899 | 1 0,59 0,1 0,09 0,98 17731 -
9.25440C>T rsA412175 |1 0,13 0,01 0,04 0,97 19647 -
9.25440C>T rs3814995 | 0,54 0,55 0,1 0,08 0,83 19756 -
rs466452  rs4806213 |1 1,35 0,19 0,23 1 92 7,68
rs466452  rs437168 | 0,38 0,21 0,02 0,04 0,85 11910 -
rs466452  rs392702 | 0,38 0,21 0,02 0,04 0,85 16554 -
rs466452  rs33950747 | 1 0,1 0 0,04 0,97 16738 -
rs466452  rs417786 | 0,38 0,21 0,02 0,04 0,85 16876 -
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Zatacznik 15. Wartosci wyrazajace LD w genie nefryny dla pacjentéw z zespotem

nerczycowym i 0sob zdrowych, czgsé 11

L1 L2 D) LOD R2 Cllow Clhi DIST T-int
rs466452  rs34982899 | 1 0,1 0 0,04 0,97 17678 -
rs466452  rs412175 0,38 0,21 0,02 0,04 0,85 19594 -
rs466452  rs3814995 | 0,46 0,94 0,11 0,11 0,73 19703 -
rs4806213 rs437168 | 0,48 0,83 0,15 0,1 0,85 11818 8,98
rs4806213 rs392702 0,48 0,83 0,15 0,1 0,85 16462 -
rs4806213 rs33950747 | 1 0,02 0 0,04 0,97 16646 -
rs4806213 rs417786 | 0,48 0,83 0,15 0,1 0,85 16784 -
rs4806213 rs34982899 | 1 0,02 0 0,04 0,97 17586 -
rs4806213 rs412175 0,48 0,83 0,15 0,1 0,85 19502 -
rs4806213 rs3814995 (0,4 0,15 0,02 0,04 0,85 19611 -
rs437168  rs392702 |1 3,89 1 0,46 1 4644 18,85
rs437168  rs33950747 | 1 0,01 0 0,04 0,97 4828 -
rs437168  rs417786 |1 3,89 1 0,46 1 4966 -
rs437168  rs34982899 | 1 0,01 0 0,04 0,97 5768 -
rs437168  rs412175 |1 3,89 1 0,46 1 7684 -
rs437168  rs3814995 |1 0,34 0,02 0,06 0,98 7793 -
rs392702  rs33950747 |1 0,01 0 0,04 0,97 184 21,68
rs392702  rs417786 |1 3,89 1 0,46 1 322 -
rs392702  rs34982899 | 1 0,01 0 0,04 0,97 1124 -
rs392702  rs412175 |1 3,89 1 0,46 1 3040 -
rs392702  rs3814995 |1 0,34 0,02 0,06 0,98 3149 -
rs33950747 rsA17786 |1 0,01 0 0,04 0,97 138 19,78
rs33950747 rs34982899 | 1 0,01 0 0,04 0,96 940 -
rs33950747 rs412175 |1 0,01 0 0,04 0,97 2856 -
rs33950747 rs3814995 |1 0,2 0,03 0,05 0,97 2965 -
rs417786  rs34982899 | 1 0,01 0 0,04 0,97 802 13,94
rs417786  rs412175 |1 3,89 1 0,46 1 2718 -
rs417786  rs3814995 |1 0,34 0,02 0,06 0,98 2827 -
rs34982899 rs412175 |1 0,01 0 0,04 0,97 1916 13,08
rs34982899 rs3814995 |1 0,17 0,01 0,05 0,97 2025 -
rs412175  rs3814995 |1 0,34 0,02 0,06 0,98 109 1,39
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Zatacznik 16. Wartosci wyrazajace LD w genie podocyny dla pacjentéw z zespotem

nerczycowym.
L1 L2 D' LOD R? Cllow Clhi DIST T-int
rs1410591 rs3818587 |1,000 1,640 0,128 0,290 1,000 168 6,090
rs1410591 rs1410592 |0,696 1,710 0,277 0,270 0,890 252 -
rs1410591 rs11808359 | 0,000 0,000 0,000 0,040 0,960 1430 -
rs1410591 rs12401708 | 0,794 1,690 0,237 0,290 0,940 8663 -
rs1410591 rs12401711 0,617 1,050 0,160 0,160 0,860 8688 -
rs1410591 rs3738423 |1,000 1,290 0,100 0,210 1,000 13661 -
rs3818587 rs1410592 |0,601 0,49 0,08 0,08 0,89 84 10,77
rs3818587 rs11808359 | 1,000 0,05 0 0,04 0,97 1262 -
rs3818587 rs12401708 | 1,000 0,44 0,05 0,07 0,98 8495 -
rs3818587 rs12401711 | 1,000 0,52 0,05 0,08 0,98 8520 -
rs3818587 rs3738423 |1,000 3,53 0,78 0,55 1 13493 -
rs1410592 rs11808359 |1 0,2 0,01 0,05 0,97 1178 9,59
rs1410592 rs12401708 0,53 0,24 0,06 0,05 0,88 8411 -
rs1410592 rs12401711 0,62 0,42 0,09 0,07 0,89 8436 -
rs1410592 rs3738423 (0,43 0,16 0,03 0,04 0,86 13409 -
rs11808359 rs12401708 |1 0,14 0,01 0,04 0,97 7233 9,67
rs11808359 rs12401711 |1 0,15 0,01 0,05 0,97 7258 -
rs11808359 rs3738423 |1 0,04 0 0,04 0,97 12231 -
rs12401708 rs12401711 |1 7,26 0,89 0,78 1 25 14,7
rs12401708 rs3738423 |1 0,28 0,04 0,06 0,98 4998 -
rs12401711 rs3738423 |1 0,34 0,04 0,06 0,98 4973 4,35
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Zatacznik 17. Wartosci wyrazajace LD w genie podocyny dla 0sdb zdrowych.

L1 L2 D' LOD R2 Cllow Cilhi DIST T-int
rsl410591 rs3818587 |1 221 0,23 0.4 1 168 141
rsl410591 rs1410592 |1 10,29 0,93 0,85 1 252 -
rsl410591 rs11808359 |1 0,78 0,1 0,12 0,99 1430 -
rsl410591 rs12401708 | 0,45 0,13 0,04 0,04 0,87 8663 -
rsl410591 rs12401711 0,7 0,69 0,11 0,11 0,91 8688 -
rsl410591 rs3738423 |1 221 0,23 0.4 1 13661 -
rs3818587 rs1410592 |1 2,08 0,25 0,38 1 84 24,22
rs3818587 rs11808359 | 0,14 0 0 0,03 0,96 1262 -
rs3818587 rs12401708 |1 0,27 0,04 0,06 0,98 8495 -
rs3818587 rs12401711 |1 0,49 0,05 0,08 0,98 8520 -
rs3818587 rs3738423 |1 7,28 1 0,77 1 13493 -
rsl410592 rs11808359 |1 0,66 0,1 0,1 0,99 1178 16,8
rsl410592 rs12401708 |1 0,69 0,16 0,1 0,99 8411 -
rsl410592 rs12401711 |1 1,52 0,21 0,26 1 8436 -
rsl410592 rs3738423 |1 2,08 0,25 0,38 1 13409 -
rs11808359 rs12401708 |1 0,54 0,05 0,08 0,98 7233 15,94
rs11808359 rs12401711 0,22 0,04 0 0,02 0,75 7258 -
rs11808359 rs3738423 (0,14 0 0 0,03 0,96 12231 -
rsl2401708 rs12401711 |1 74 0,77 0,78 1 25 21,98
rsl2401708 rs3738423 |1 0,27 0,04 0,06 0,98 4998 -
rsl2401711 rs3738423 |1 0,49 0,05 0,08 0,98 4973 10,12
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Zatacznik 18. Wartosci wyrazajace LD w genie podocyny dla pacjentéw z zespotem

nerczycowym i 0sob zdrowych.

L1 L2 D) LOD R2 Cllow Clhi DIST T-int
rsl410591 rs3818587 |1 3,75 0,18 0,59 1 168 17,28
rsl410591 rs1410592 |0,9 9,38 0,6 0,72 0,97 252 -
rsl410591 rs11808359 |1 1,05 0,08 0,17 0,99 1430 -
rsl410591 rs12401708 0,7 1,45 0,12 0,23 0,89 8663 -
rsl410591 rs12401711 0,65 1,65 0,13 0,24 0,85 8688 -
rsl410591 rs3738423 |1 3.3 0,16 0,54 1 13661 -
rs3818587 rs1410592 |0,83 2,13 0,16 0,36 0,95 84 31,14
rs3818587 rs11808359 | 0,36 0,02 0 0,04 0,96 1262 -
rs3818587 rs12401708 |1 0,71 0,04 0,11 0,99 8495 -
rs3818587 rs12401711 |1 1,01 0,05 0,16 0,99 8520 -
rs3818587 rs3738423 |1 10,44 0,91 0,81 1 13493 -
rsl410592 rs11808359 |1 0,83 0,06 0,13 0,99 1178 24,39
rsl410592 rs12401708 0,72 0,68 0,1 0,11 0,92 8411 -
rsl410592 rs12401711 0,82 1,6 0,15 0,29 0,95 8436 -
rsl410592 rs3738423 |0,8 1,65 0,14 0,29 0,94 13409 -
rs11808359 rs12401708 | 1 0,72 0,04 0,11 0,99 7233 2331
rs11808359 rs12401711 0,31 0,1 0 0,03 0,77 7258 -
rs11808359 rs3738423 |0,14 0 0 0,03 0,96 12231 -
rsl2401708 rs12401711 |1 14,56 0,82 0,87 1 25 34,87
rsl2401708 rs3738423 |1 0,56 0,04 0,09 0,98 4998 -
rsl2401711 rs3738423 |1 0,83 0,05 0,13 0,99 4973 13,48
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Zatacznik 19. Wartosci wyrazajace LD w genie WT1 dla pacjentéw z zespotem

nerczycowym.
L1 L2 D' LOD R2 Cllow Clhi DIST T-int
rs5030315 rs1799937 |1 0,4 0,14 0,07 0,98 258 2,72
rs5030315 rs2234593 |1 0,97 0,48 0,15 0,99 3817 -
rs5030315 rsl6754 |1 0,05 0 0,04 0,97 7429 -
rs5030315 rs2295081 |1 0,33 011 0,06 0,98 28522 -
rs5030315 rs2234583 |1 0,97 0,48 0,15 0,99 45782 -
rs1799937 rs2234593 |1 0,87 0,28 0,13 0,99 3559 9,96
rs1799937 rsl6754 |2,03 0,44 0,34 1 0,99 7171 -
rs1799937 rs2295081 |1 3,87 0,82 0,61 1 28264 -
rs1799937 rs2234583 |1 0,87 0,28 0,13 0,99 45524 -
rs2234593 rsl6754  |0,39 0,21 01 0,04 0,83 3612 11,57
rs2234593 rs2295081 |1 0,71 0,23 0,11 0,99 24705 -
rs2234593 rs2234583 |1 2,53 1 0,42 1 41965 -
rsl6754  rs2295081 |1 1,76 0,36 03 1 21093 11,25
rsl6754  rs2234583 |0,39 0,21 01 0,04 0,83 38353 -
rs2295081 rs2234583 |1 0,71 0,23 0,11 0,99 17260 5,29
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Zatacznik 20. Wartosci wyrazajace LD w genie WT1 dla osob zdrowych.

L1 L2 D' LOD R2 Cllow Cilhi DIST T-int
rs5030315 rs1799937 |1 1,37 0,24 0,23 1 258 6,57
rs5030315 rs2234593 |1 3,72 1 0,56 1 3817 -
rs5030315 rsl6754 0,18 0,08 0,02 0,02 0,68 7429 -
rs5030315 rs2295081 |1 1,37 0,24 0,23 1 28522 -
rs5030315 rs2234583 | 0,12 0,03 0,01 0,01 0,68 45782 -
rsl799937 rs2234593 |1 1,37 0,24 0,23 1 3559 15,82
rsl799937 rsl6754 1,82 0,33 0,32 1 1 7171 -
rsl799937 rs2295081 |1 7,36 1 0.8 1 28264 -
rsl799937 rs2234583 |0,25 0,07 0,03 0,02 0,74 45524 -
rs2234593 rsl6754 0,18 0,08 0,02 0,02 0,68 3612 12,21
rs2234593 rs2295081 |1 1,37 0,24 0,23 1 24705 -
rs2234593 rs2234583 | 0,12 0,03 0,01 0,01 0,68 41965 -
rsl6754 rs2295081 |1 1,82 0,33 0,32 1 21093 12,05
rsl6754 rs2234583 |0 0 0 0,03 0,96 38353 -
rs2295081 rs2234583 | 0,25 0,07 0,03 0,02 0,74 17260 0,2
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Zatacznik 21. Wartosci wyrazajace LD w genie WT1 dla pacjentéw z zespotem nerczycowym

i 0sOb zdrowych.

L1 L2 D' LOD R2 Cllow Clhi DIST T-int
rs5030315 rs1799937 |1 1,8 0,2 0,31 1 258 8,25
rs5030315  rs2234593 4,32 0,79 0,57 1 3817 -
rs5030315 rsl6754 | 0,06 0,01 0 0,01 0,58 7429 -
rs5030315 rs2295081 |1 1,68 0,19 0,29 1 28522 -
rs5030315 rs2234583 (0,39 0,44 0,08 0,06 0,76 45782 -
rsl799937 rs2234593 |1 2,24 0,26 0,4 1 3559 23,87
rsl799937 rs16754 |1 3,82 0,37 0,57 1 7171 -
rsl799937 rs2295081 |1 10,85 0,92 0,84 1 28264 -
rsl799937 rs2234583 (0,51 0,51 0,1 0,07 0,82 45524 -
rs2234593 rsl6754 | 0,26 0,26 0,05 0,03 0,65 3612 20,67
rs2234593 rs2295081 |1 2,08 0,24 0,37 1 24705 -
rs2234593 rs2234583 (0,52 1,02 0,19 0,13 0,81 41965 -
rsl6754  rs2295081 |1 3,58 0,34 0,55 1 21093 20,23
rsl6754  rs2234583 (0,12 0,07 0,01 0,01 0,47 38353 -
rs2295081 rs2234583 (0,48 0,4 0,08 0,06 0,81 17260 2,44
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