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Wykaz Skrétéw

5/3'UTR - niekodupcy region leacy po stronie 5/3’ transkryptu, ang. 3*/Untranslated
Region
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DMP - zmiana mezangialno-rozplemowa, aDgfuse Mesangial Proliferative
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dNTP - trifosforan deoksyrybonukleotydu, abgoxyribonucleotide Triphosphate
ddNTP - trifosforan dideoksyrybonukleotydu, abgdeokxynucleotide Triphosphate
EDTA - kwas edetynowy/kwas wersenowy, akthyleneDiamineTetraacetic Acid

ERK - zewntrzkomorkowa kinaza, angxtracellular Signal-Regulated Kinase



eSNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu zlokaany w czsci niekoduacej genu,
ang.expression SNP

EtBr - bromek etydyny, angtthidium Bromide
FcyR - receptor dla fragmentu Fc przeciwciat, aaggment crystallizable gamma Receptor

FRNS - czsto nawracajcy zespot nerczycowy, angrequent Relapsing Nephrotic
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FSGS - ogniskowe segmentalne szkliwienigbldszkéw, angi-ocal Segmental
Glomerulosclerosis
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Gk - glikokortykosteroidy
GR - receptor glikokortykosteroidowy, arglucocorticod Receptor

Grb/Ras <$ciezka wywajaca czynnikdw Grb i Ras, an@rowth Factor Receptor-Bound
Protein/Rat Sarcoma Factor(Pathway)

GS - stwardnienie kbuszkéw nerkowych, an@lomerulosclerosis

HGMD - baza danych dla mutacji ludzkich, akluman Gene Mutation Database
HWE - rozktad Hardy-Weinberga (prawo H-W), aktardy-Weinberg Equilibrium
IC - kompleks immunologiczny, angnmunological Complex

ICAM-1 - czastka adhezyjna, anintercellular Adhesion Molecule-1

IFN-y - interferon gamma, antnterferon gamma

IL - interleukina, anglntrleukin

IL-4R - receptor dla interleukiny 4, anigitrleukin-4 Receptor

IgE - przeciwciato klasy E, angmmunoglobulin E

IgG - przeciwciato klasy G, angnmunoglobulin G

IgM - przeciwciato klasy M, angmmunoglobulin M

INS - Idiopatyczny zesp6t nerczycowy, aihdjopathic Nephrotic Syndrome

IRF4 - czynnik regulujcy interferony, anginterferon Regulatory Factor-4

IZN - Idiopatyczny zespot nerczycowy

ins/del - mutacja typu insercja/delecja, aingertion/deletion

ISKDC - ang.nternationl Study of Kidney Disease in Children



JAB - biatko wizace kinaz Jak, angJAK-Binding Proteif

Jak - kinaza Jak, anganus kinase

JNK - kinaza gdrowa Jun, anglun Nuclear Kinase

KIR - region inhibicji kinaz, anginase Inhibitory Region

KNN - krancowa niewydolné¢ nerek

LAMB2 - gen lamininy beta-2

LCR - powtorzenia matej liczby kopii, angow Copy Repeats

LCV - wielko-segmentowe warianty kopii, arlgrge-segment copy variation

LD - niezrownowaenie sprzzen, ang.Linkage Disequilibrium

LINE - dlugie rozproszone elementy, ahgng Interspersed Nuclear Elements

Lys-6 - lizyna jako szOsty aminokwas wi¢aichu biatkowym, and.ysine-6

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenem, afiggogen-Activated Protein Kinase
MCD - zmiana o charakterze minimalnym , akfijnimal Change Disease

MCP-1 - cytokina chemotaktyczna dla monocytow, &ngnocyte Chemotactic Protein-1
MMF - Mykofenolan mofetylu

MP - zmiany w typie mezangialnej proliferacji, aiMpesangial Proliferation
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Glomerulonephritis
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MRNA - matrycowe RNA, angnessenger RNA

MIiRNA - mikro RNA, angmicro RNA
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NAHR - niealleliczna rekombinacja homologiczna, adgnallelic Homologous
Recombination

NF-xB — jadrowy czynnik Kappa B, an@luclear Factor Kappa B
NHEJ - niehomologicznei¢zenie kacow, angNonhomologous End Joining
NPHS1- gen nefryny

NPHS2- gen podocyny



NS - Zespot nerczycowy, anyephrotic Syndrome

OR - iloraz szans, an@dds Ratio

PBMC - jednojdrzaste komorki krwi obwodowej, angeripheral Blood Mononuclear Cell
PCR - reakcja tacuchowa polimerazy, ang. Polymerase Chain Reaction

PDGF - ptytkowy czynnik wzrostu, anglatelet-Derived Growth Factor

PF - kizacy osoczowy czynnik przepuszczainonaczy, ang.Permeability Factor

Pf - plazmafereza

PIAS - biatkowy inhibitor aktywowanych czynnikéw 8T, ang.Protein Inhibitor of
Activated STATs

PLCE1- gen fosfolipazy C epsilon-1

RANTES - cytokina prozapalna wydzielana przez lioyty T, angRegulated on Activation,

Normal T Cell Expressed and Secreted

RNAI - interferupce RNA, angRNA interference
Rtx - Rituksimab
SD - segmentalne duplikacje, algggmental Duplication

SDNS - steroido-zaimy zespot nerczycowy, angteroid Dependent Nephrotic Syndrome
SH2 - domena wiizaca reszty fosfotyrozyny, an§rc-homology 2 domain

SHP - biatkowa fosfataza tyrozynowa zawierajacael®@n$H2, angScr-homology2-
containing Protein Tyrosine Phosphatase

SINE - krotkie rozproszone powtorzone elementy, &mprt Interspersed Nuclear Elements
SLE - toczé rumieniowaty uktadowy, angystemic Lupus Erythematosus

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu , aBmgle Nucleotide Polymorphism

SOCS - supresor sygnalizacji cytokin, aBgppressor of Cytokine Signaling

SOZN - steroido-oporny zespot nerczycowy
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SSI-1 - inhibitor czynnika STAT, aktywowany przetAT, ang.STAT-Induced STAT
Inhibitor

STAT - czynnik transkrypcyjny, transduktor sygnaaktywator, angSignal Transducer and
Activator of Transcription
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Ter - limfocyt T efektorowy, angeffector T lymphocyte
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TLR - receptor, angrloll-like Receptor
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TRPC6- gen btonowego kanatu jonowego (wapniowego)
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WT1- gen supresorowy guza Wilmsa

10



1. Wstep
1.1. Zaburzenia genetyczne

Fenotypowa rénorodnad¢ pomigdzy osobnikami jest efektem wspotdziatania genomu i
czynnikéwsrodowiskowych. Projekt sekwencjonowania genomu kigtyo ujawnit nie tylko,
iz cze$¢ kodupca stanowi zaledwie 1% genomu, ale rovnige a okoto 5% genomu
wystepuje w formie powtdrzonej co najmniej dwukrotni&l@), za& czes¢ ulegta delecji (91).
Jednostki réniace dwa osobniki w okbie tego samego gatunku o#ee sk mianem

wariantéw genetycznych.
1.1.1. Podziat i rodzaje wariantdw genetycznych

Ich klasyfikacja zachodzi na podstawie rozewych cech wariantow. Z klinicznego
punktu widzenia najwaniejsza wydaje i istotng¢ wariantow pod wzgidem
powodowanych przez nie zmian w genomie. Zmiany ¢ganby¢ neutralne, tagodne lubze
prowadz¢ do zaburzé strukturalnych w postaci schofzenazywane g wtedy zaburzeniami
genomowymi (ang.genomic disorde)s (148). Zaburzenia te oldl@ja stan, w ktorym
zmieniony fenotyp jest konsekwencjnieprawidiowej, zmienionej dawki genu lub

rozregulowania na skutek reafagji struktury genu (92).

Zasadniczym kryterium podziatu zabufizgenetycznych jest k8 nieprawidtowdci
genetycznych, powodagych chorok. Szacuje s, iz ponad 8000 choréb jest spowodowana
defektem w pojedynczych genach 4 £ tzw. choroby monogenowe.a Sone jednak
stosunkowo rzadkie i stanowizaledwie 1% w populacji (88). \Aksza¢ chordb
genetycznych charakteryzuje ¢si bardziej ziagonym mechanizmem powstawania

poszczegolnych wariantéw genetycznych.

Ogodlna klasyfikacja tycke wariantéw dokonuje sina podstawie dwdch kryteriéw: ich
genetycznego skladu oraz frekwencji w populackolaarianty czste okréla sk te, ktorych
czestas¢ w populacji jest wgksza nk 5%, za& jako warianty rzadkie — ktorych ez#tas¢ w
populacji nie przekracza 5% (118). Z reguly zabni@egenomowe pojawiajsic z podobi
czestaécia, niemniej obserwowane sdznice w ich czstasci w zaleznosci od populacji (148).
W zalenosci od kompozycji wariantow, rozedia sk warianty sekwencyjne i strukturalne
(118). Mate warianty sekwencyjne stanawisercje i delecje o zagju do 1kb (91). Wiksze
zmiany, nazwane wariantami strukturalnymi o wigtkiood 1kb do nawet powyj 5Mb,

obejmup zaréwno duplikacje, inwersje, tranzycje, jak inskokacje (92, 118). Stanaywone
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jedynie 22% wszystkich wariantéw, jedrakobejmujy do 74% nukleotydow tdiacych
dwa osobniki w populacji (118). Madoy¢ one zwazane z zaburzeniami w funkcjonowaniu
bialka lub z dawk genu. Jeeli nie % zrOwnowaone genomowymi inwersjami czy
wyréwnawczymi translokacjami, powodugmiarg ilosci kopii genu. Warianty takie nosz
nazwe wariantéw ilgci kopii (CNV, ang.Copy Number Variation wielko-segmentowych
wariantow kopii (LCV, ang. arge-Segment Copy Variatiptub polimorfizméw ilgci kopi
(CNP, ang. ©py Number Polymorphigni91). Co wecej, przypuszczasize niektére, nawet
zbalansowane inwersje genomowe, ktore nie prowadz powstania CNV, rowniemog

istotnie przyczyniasie do lokalnej niestabilni@i genomu (140).

Ostatnie badania ujawnity istnienie 11 700 CNV,johgacych ponad 1000 gendw, co
stanowi 13% ludzkiego genomu (148). Warianty te tapuga preferencyjnie w okolicach
centromerowych i telomerowych chromosoméw, acwi regionach wyjtkowo podatnych i
znanych z licznych duplikacji segmentalnych (32)ari&@nty CNV mog podlegé zarowno
dziedziczeniu, jak i powstawaspontanicznie. Prawdopodobnie tozelupowstatede novo
elementy CNV g w najwigkszym stopniu odpowiedzialne za generowanie chaoraltle
genetycznym, jednak ostateczny efekt CNV nie jest jednoznaczny izatel gendéw czy
sekwencji regulatorowych, podlegeych rearamacji (148). Take nie do kaca jasne jest w
jakim zakresie elementy CNVasodpowiedzialne za choroby Mendlowskie i ziae

schorzenia, czy tereprezentuyj jedynie tagoda roznorodnd¢ polimorficzra (92).

Szacuje s, iz wigcej niz potowa genomu ludzkiego zawiera rozproszone paotte
elementy, takie jak SINE (an&hort Interspersed Nuclear Eleméntzy LINE (ang.Long
Interspersed Nuclear Elemeptstanowiace odpowiednio 10% i 20% genomu (147), przy
czym najbardziej rozpowszechnipgrupe elementow w genomie stanawkrotkie mobilne
elementy Alu. Wyskpuja one w ilgci nawet miliona kopii, co sprawiaze stopi@
amplifikacji niezlezdny do osigniccia takiej wartéci generuje potencjalnie ogromilosci
mutacji. ElementyAlu wprowadzaj zatem dua ilos¢ nowych miejsc splicingowych,
powodupc modyfikacje transkryptow RNA. Przyczyriajsic roOwniez do niestabilnéci

genomu poprzez insercje, rekombinacje i nieréwnamyierossing-over (90).

Inni badacze sugerujednake, ze niestabilné¢ genomowa prowadza do chorob jest
w duzo wigkszym stopniu efektem innego rodzaju powtarzekreslanych jako powtdrzenia
maitej liczby kopii (LCR, anglLow Copy Repeatdub jako segmentalne duplikacje (SD, ang.
Segmental Duplication(148). S to specyficzne regiony w offsie DNA, majce wielka¢ od
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10 do 100kb i charakteryzige s¢ nawet ponad 97% homolagsekwencji. Stanowione od
5% do 10% genomu wygiujacego co najmniej w dwoch kopiach. Warianty LCR pduje
lokalng niestabilné¢ genomu oraz poednicz lub nawet stymulaj powstawanie elementéw
CNV. & takze zwhzane z wariantami polimorficznymi w populacji. Ppegzcza si iz
zmienndc¢ ilosci kopii jest nawet w wakszym stopniu rii polimorfizmy SNP odpowiedzialna
za mechanizmy ewolucyjne, adorodnd¢ genetyczna a take stale powikszapca sie pule
chordéb i czynnikéw decydagych o podatnéi na schorzenia (147, 148).

1.1.2. Mechanizmy powstawania zaburzegenetycznych

Rearanacje DNA mog powstawa zaréwno w wyniku homologicznej, jak i
niehomologicznej rekombinacji, przy czym pierwszwariant ley u podstawy wikszaci
rearamacji genomowych (92). Poznanie mechanizmu ich pawethia mae przyczynt sie
do lepszego rozumienia przyczyny i natury przeksetagenomowych Igacych u podstawy
wielu ztazonych choréb. Wyriniamy trzy gtdwne mechanizmy powstawania rezaaji
DNA: niealleliczna rekombinacja homologiczna (NAHRNg. Nonallelic Homologous
Recombinatiofy niehomologiczne atzenie kacow (NHEJ, ang.Nonhomologous End
Joining) oraz blokowanie widetek i przgizanie matrycy (FoSTeS, anfgorsk Stalling and
Template Switching148).

Warunkiem koniecznym do Zaja NAHR jest co najmniej 97% homologia sekwencji
odcinkow oraz ich poteenie w odlegtéci nie wickszej nz 10Mb (148). Rekombinacja ta
moze zachodzdi pomkdzy wariantami LCR lescymi na chromosomach, chromatydach
siostrzanych lub w okbie jednej chromatydy (147). Stopiecararacji zaleyy od wielkaci
odcinkéw homologicznych i odlegioi je dziehcej — im weksza odlegté¢ pomiedzy dwoma
LCR, tym wkksza jest wymagana diugoi homologia sekwencji, aby zaszto NAHR (32, 90).
Mechanizm ten prowadzi przede wszystkim do niezawmaionego crossing-over, geneaj
w efekcie delecje, duplikacje lub inwersje fragntesmichromosomoéw. Efekt nie dotyczy
powtorzenia gendw lub odlegtych regionow zawigrggh sekwencje regulatorowe, fizyczne
pofaczenia gendw ze sg@li gendw z pseudogenem, a zakodwrdcone powtérzenia (90).
Najczsciej substratami NAHR asselementy LCR, charakteryzgie s¢ wysokim stopniem
homologii, wykazano jednakge rownie: elementy nie podlegaje zazwyczaj rekombinacji
homologicznej, takie jak fragmenftu, mog ulega& NAHR na skutek jego nieprawidtowego

przebiegu, prowadz do delecji lub duplikacji fragmentéw DNA (83).
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Mechanizm NHEJ obecny jest w komorce jako klasycomgchanizm naprawczy
podwdjnych gknig¢ w helisie DNA. W przeciwigstwie do NAHR, nie wymaga jednak
homologii odcinkéw i stymulowany jest samarchitektug genomu (148). Produkt naprawy
nici DNA na drodze NHEJ posiada charakterystyczmolekularry blizne” w postaci
dodatkowych nukleotydéw. Mechanizm odpowiada zaks#a¢ generowanych na drodze
mutacji nowych wariantéw strukturalnych, réwhieuplikacji i delecji, ché maoze te
powodowé& taczenie si elementéw LCR ze sablub z pseudogenami, zgkiszapc tym
samym cgstaé¢ zachodzenia NAHR (147). Pojawiag sym samym rzadziej, z ¢gtaicia

mniejsz niz 10’ na pokolenie, w danytocus(32).

Trzeci mechanizm, FoSTeS, w przeciaggvie do NAHR i NHEJ, jest to mechanizm
ztozony, generujcy, oprocz duplikaciji i delecji, tale inwersje. Dziata on podczas replikaciji
DNA i wynika z bkdéw zachodzcych w trakcie tego procesu. Powoduje @apénie
przesuwania widetek replikacyjnych i praezenie powstarej op&nionej nici do nowych
widetek, lezacych w pobliu. Moze take prowadzi do zamiany nici wiogcej i op&nionej w
nowych widetkach, determimg przyhczanie odcinka do matrycy w poprawnej lub
odwréconej orientacji, genewngj inwersg (148). FoSTeS jest najbardziej zbmym
mechanizmem, magym powtarza sig skokowo w naspujacych po sobie cyklach,

generugcym najbardziej skomplikowane w swej strukturzeaezacje genomowe (83).

1.1.3. Diagnostyka chordéb genetycznych

1.1.3.1. Diagnostyka di#ych wariantow strukturalnych

Zaawansowany w ostatnich latach rozwéj nowych métotinologicznych, w gtéwnej
mierze opartych na technikach mikromacierzy i suregl, przyczynit si do wysokiej
jakosci analiz ludzkiego genomu. Umdawity one wykrycie szczegOlnie podatnych na
reararacje architektonicznych miejsc w genomie oraz nmegyo kitore mog miet
najwigksze znaczenie kliniczne i stanéwpomocny element w zrozumieniu natury samej
choroby, a take oszacowanie ryzyka czy ulepszenie metod lecz@fi@).\Wprowadzenie
bakteryjnych i sztucznych chromosomow, aztakastosowanie oligonukleotydowych sond
immobilizowanych w ogromnej ikei na niewielkich powierzchniach w postaci
mikromacierzy, umgiwito wielkoskalowa poréwnawcz hybrydyzacg genomovy (CGH,
ang.Comparative Genomie Hybridizatipnlest ona dgipokznym i niezwykle obiecucym
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narzdziem uzupetiacym rutynowe testy diagnostyczne w cytogenetyceiddnej (146).
Obecnie w uayciu znajduj sie setki testow diagnostycznych a kolejng zwijane i
udoskonalane. Szybko rozwgap s¢ wiedza na poziomie molekularnym dostarcza nieotylk
nowych informacji odngnie patogenezy wielu ztonych choréb, ale rownieumazliwia
wczesn diagnoz oraz rozwoéj nowych lekéw. Wiele lat intensywnyddia wytonito szereg
czynnikbw — biomarkeréw, pomocnych w wéfgeniu patomechanizmu choroby czy
kierunku rozwoju terapii. Mimo to, cldoliteratura zawiera okoto 150 tysy raportow
odnanie markerow molekularnych zgaanych z chorobami, niewiele z nich pozostaje
zwalidowanych i ma zastosowanie kliniczne (107)atByo te podejmuje si wysitki w
kierunku jeszcze lepszej identyfikacji potencjalmyoarkeréw, a tym samym indywidualnej
diagnozy, terapii i monitoringu. Powstay tym celu nowoczesne platformy, reg na celu
oszacowanie faktycznych payzen wariantow czy gendw z chorgloraz interakcji ponedzy
samymi genami czy catyndciezkami, eliminupc tym samym czynniki fatszywie pozytywne
(123). Postp w technologii ma zatem na celu nie tylko bardzepte | doskonalsze
jakosciowo metody analizy DNA, ale zeulepszenie metodologii, konstrukcji i kwalifikacji

nowych markeréw, a tym samym rozwoj farmakogenoriii7).

Choroby monogenowe, zapewnizg silny zwazek genotyp-fenotyp, dgje prawie
100% ryzyko zachorowania i pozwaleg¢ na diagnostykprenataln, map ogromra wartasc¢
diagnostycza i prognostycza. Niekiedy stanowa one jednak tylko pozornie prosty cel
diagnostyczny. W przypadku dziedziczenia domjoeggo mae nasipi¢ zjawisko tzw.
niepetnej penetracji, spowodowane porgiem fenotypu w pokoleniu lub #dica w
ekspresji, co sprawia trudém w diagnozie niektorych choréb, jak np. zespolerek

policystycznych (62).

Dzigeki technologicznemu pogiowi, poza widocznymi i stosunkowo fatwo
rozpoznawalnymi abberacjami chromosomowymi, jakomia 21. chromosomu w postaci
zespotu Downa czy monosomia chromosomu X u kobiefpagtaci zespotu Turnera,
poznanych i opisanych zostalo wiele zespotow chmrgich, opartych na duplikacjach,
delecjach czy rearaacjach dotyczcych elementow CNV czy LCR, flankigych kodujce
fragmenty gendw, jak np.: dystrofia ¢gmiowa Duchenne’a, schizofrenia, choroba Parkinsona
czy choroba Alzheimera (83, 148). Szereg hadgkazal take zwhzek pewnych wariantow
CNV z podatnécia ha zakaenie wirusem HIV, na chorgbCrohna, tuszczyg schorzenia z

grupy glomerulopatii, a tale z procesami nowotworzenia (147, 148).
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1.1.3.2. Diagnostyka matych wariantow strukturalnyt

Mniejsze warianty strukturalne (1-10kk) sajtrudniejsze do oszacowania na podstawie
wigkszaici istniepcych obecnie platform badawczychg$ zejmniejsze, punktowe zmiany w
genomie, bylyby praktycznie niewykrywalne bez mebdpartych na sekwencjonowaniu (32).
Dodatkowa trudngé¢ w przypadku chorob monogenowych stanowi rownieiepetna
penetracja alleli. \&f6d okoto 2600 choréb Mendlowskich ogromnaksza¢ spowodowana
jest przez rzadkie mutacje, z ktérych 85% zlokaliana jest w regionach kodugjych lub
miejscach splicingowych i powoduje zaburzenia w kftjonowaniu biatka (31).
Zidentyfikowanych zostato wprawdzie ponad 250 tzezestych wariantow”, ktére maj
zwiazek z allelami ryzyka a tym samym mpogie¢ udziat w chorobie, jednak obecnie
przypuszcza sj ze ich efekt jest raczej nieistotny lub neutralnynazacy zwiazek z
ryzykiem wysgpienia choroby i potencjalne znaczenie kliniczreypisuje st natomiast tzw.

~rzadkim wariantom”, z ktorych wksza¢ wystepuje w regionach kodagych (31).

Dlatego teé sekwencjonowaneassate regiony kodauge gendw-kandydatow, a ngstie
poréwnywane z sekwencjami oséb zdrowych lub oay samymi chorymi, jakae nawet
subtelne zmiany w sekwencji mpgnie¢ znacace efekty czynnaiowe. Technika ta nosi
nazwe sekwencjonowania eksomow i zyskuje obecnie ogrommaezenie w diagnostyce i
praktyce klinicznej (31, 156). Co wdej, uwaa Sk, ze jest to podéfie wiaciwe zaréwno,
gdy gen odpowiedzialny za chokgjest juz znany, jak i w przypadku gdy podi® genetyczne
nie jest ustalone lub gdy podejrzewa iaangaowanie wielu genow w patofizjologi
schorzenia (31, 129). Istetnzalet technik sekwencjonowania stanowi #hwosé
wykrywania nie tylko mutacji powstgjych de novg ale take rzadkich polimorfizméw SNP,
niewykrywanych w standardowych platformach mikroreezy. Istnieje jednate mazliwose,
iz ,rzadkie warianty” zlokalizowaneasw regionach niekodagych genow, a tym samym
zostam pominkte w trakcie sekwencjonowania. Niemniej, genotypawazsci kodupcych
pozostaje elementem priorytetowym, jake dostarcza istotnych informacji odnge
ewentualnych mutacji powodigych efekty funkcjonale w biatku, jak roweiestanowi
ogromry 0szczdna¢ czasu i kosztow w porownaniu z sekwencjonowaniafegn genomu
(32).

Ograniczenie w ten sposob d uzyskanych danych nadal nastta potencjalne
trudndci w ich analizie i wtaciwej interpretacji. Dlatego #& m.in. z tego powodu, w 1996
roku powstata ogélrisviatowa baza danych dotyga mutacji w ludzkim genomie — The
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Human Gene Mutation Database (HGMD) (151). Bazatiera informacje o dziedzicznych
zmianach pojedynczego nukleotydu, powadugch substytugj aminokwasow, w regionach
kodufcych, splicingowych i regulatorowych, tak o mikrodelecjach, mikroinsercjach,
powtorzeniach oraz dych zmianach i zlonych rearaimacjach genomu. Analogicznymi
bazami danych oddnie mutacji somatycznych i mutacji genomu mitochaaldego g
odpowiednio baza COSMIC i MITOMAP (151).

1.1.3.3. Diagnostyka choréb genetycznych w oparcio polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu (SNP)

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP, aBgngle Nucleotide Polymorphigm
Sa najprostsz forma polimorfizmu genetycznego i obejmud0% wszystkich polimorfizméw
DNA ludzkiego, stanowic tym samym najestszezrédto zmiennéci genetycznej (118,
162). SNP definiowany jest jako zmiana pojedynczegkleotydu w DNA, wysipujaca z
czgstascia nie mniejsz niz 1% w populacji (93). Zmiany te rozproszonenscatym genomie
i wzdtuz catych autosoméw, natomiast chromosomy pici chargkuje wyranie mniejsza
zmiennd¢ sekwencji. SNP-y wyspuja z czstascia 1/300-1000pz, co potencjalnie daje
liczbe nawet 10 min SNP w catym genomie, przy czymGiISNP wystpujacych z czstascia
wieksz niz 10% sega nawet 5 milionow (45).

Szybkd¢ pojawiania si nowych SNP w populacji jest stosunkowo niska i osin0®
— 10° na pokolenie, co czyni je wytkowymi i unikatowymi zmianami w genomie (117).
Tym samym, stanowi one rownie atrakcyjny obiekt badajako narzdzia, shiace do
identyfikacji zarowno gendw zwzanych potencjalnie z chorgbjak i do poznania
niezidentyfikowanych do tej pory exi genomu. Pomimoze czs¢ SNP-6w stanowi tzw.
,Cciche mutacje”, nie powodage zmiany w sekwencji genu, niekiedy magne powodowa
zmiarg w poziomie ekspresji, zmiany w sygnalizacji kodoyeh czynnikbw oraz ich
aktywndaici biologicznej czy 4czeniu z innymi biatkami, co ttumacZzymoze odmienn
podatné¢ osobnica na choroby (45). Polimorfizmom tym przypisuje¢ sitakze
warunkowanie odpowiedzi organizmu na patogeny,, lskziczepionki czy ksenobiotyki,
dlatego te SNP-y uznawaneasobecnie za klucz w rozwoju spersonalizowanej meialyc
(162). Z drugiej jednak strony, same SNP-y tlumgezlynie czs¢ zmienndci fenotypowej
uwarunkowanej genotypem, dlatego, bardziej wi kontekicie przyczyny choroby,asone

klinicznie istotne pod &em oszacowania ryzyka i skuteczaiaerapii (93).
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Warto zwréct uwag; na fakt,ze polimorfizmy w niekodujcych czs$ciach genomu
rowniez moga mie¢ wptyw na potranskrypcyjne skfadanie eksonéw, piaadnie czynnikow
transkrypcyjnych czy sekwencji niekodoggo regulatorowego RNA. SNP-y takie ckaee
sa jako eSNP (angexpression SNP a zalene od nich zmiany magdotyczy¥ zaréwno
podwyzszonej jak i obriionej ekspresji genu (151). Szacujg se wicksza¢ wyskpujacych
w genomie SNP-6w zlokalizowana jest wprawdzie waegch nieprzepisywanych na biatko
(5, 35), jednak okoto 55% SNP-6w zdeych w czsciach kodujcych powoduje
niesynonimiczne zmiany kodondw, co potencjalniezenstanowt zwiazek z chorob (151).
Co wiecej, wykazano,z nawet jéli SNP-y nie prowadz do substytucji aminokwasowej,
moga wptywaé na struktug mRNA i p&niejsze faldowanie biatka, a nawet powodéwa
wytaczanie catych gendw poprzez indukepechanizmu przeskakiwania i omijania miejsc
splicingowych (171).

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu gazwyczaj bialleliczne, przez co tatwe w
identyfikacji na drodze wkszaci technik opartych na sekwencjonowaniu (129). a&in
pomimo ogromnego potencjatu SNP-6w jako pdrz w nowoczesnej spersonalizowanej
medycynie, trudno jest przettumaézwiedz o pojedynczych zmianach na Klinicznie
jednoznaczny i tyteczny test (35). Jednym z powstatych w tym cehodgeli” przetaenia
jezyka SNP-6w na bardziej zrozumialy i glay sk zastosowa w praktyce klinicznej, jest
niezrownowaenie sprzzen (LD, ang.Linkage Disequilibriu (117). Okréla ono stopié
powiazania SNP-Ow ze sabi jest obecnie swoistym i§giowym kluczem w genetyce
cztowieka. Pozwala przewidzidokalizacg wariantéw leéacych u podstawy fenotypowych
réznic, w tym rownie choréb, oraz ok&i¢ wielkoskalowe sprzenia pomgdzy
pojedynczymi polimorfizmami. W toku baflamad natuy SNP-0w odkryto, najczsciej nie
funkcjonup one pojedynczo, ale w posgianiu z innymi, czego miajest LD. Odpowiednio
silne powizania pomgdzy SNP-ami lokyj je w tzw. haplotypy, czyli zestawy SNP-6w w
obrebie jednego chromosomu, ktére w sposob kontrolowasyolnie segregajdo komorek

potomnych (45).

Wykazano take istnienie powdzania wysgpowania SNP-6w z wkszymi zmianami
strukturalnymi genomu w postaci krétkich tandemayeavtérzonych sekwencji (STRP, ang.
Short-Tandem-Repeat Polymorph)sazy elementami CNV (117). Wakm LD pomicdzy
SNP-ami a wariantami CNVasnajczscie] mniejsze i pomidzy samymi SNP-ami (32),
natomiast powizania pomgdzy SNP-ami a STRP znacznie je przesaap. Jednak ze
wzgledu na ogrom# szybk@¢ zachodzenia mutacji w offsie sekwencji STRP, wynosz
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10° do 10° na pokolenie, sone trudniejsze do oszacowania i wymagajomplikowanych
analiz w celu wykazania istotnego statystycznieznd@nowaenia sprzzen, przez co

wykazup nikta przydatné¢ jako specyficzne markery genetyczne (117).

Préby oszacowania faktycznych oddziatywiapowiazan pomidzy poszczegdoinymi
SNP-ami, mogcymi wpltywa: na rozwdéj choréb czy efektywsd terapii, doprowadzity do
stworzenia unikatowej radizynarodowej bazy danych HapMap. Platforma ta stano
kontynuacg projektu sekwencjonowania genomu ludzkiego i g@sbistym przewodnikiem
genetycznym po zkwnych chorobach w kontékie subtelnych zmian pojedynczych
nukleotyddw w genomie (93). Nawet niewielkasddSNP-O0w mae teoretycznie prowadzi
do powstania ogromnej #oi mazliwych zestawdw haplotypowych, w rzeczywigstdjednak
w populacji obserwuje sijedynie kilka kombinacji zawieragych okrélone nukleotydy.
Dzicki temu baza HapMap umliwia mapowanie SNP-6w w znacznie ograniczonych
rejonach genomu poddawanego sekwencjonowaniu, benmiedzndci identyfikacji
poszczegolnych wariantéw funkcjonalnych (129). Takerunkowane genotypowanie SNP
wspomaga rozwdj testow analitycznych i metod diatyaznych, stanowc doktadniejsze
narzdzie do identyfikacji nowych celéw terapeutycznych.

Projekt HapMap napotyka na pewne ograniczenia dntmci, jak np. daa liczba
wymaganych prob czy brak movosci szacowania zweku ,rzadkich wariantéw” oraz
duzych wariantow strukturalnych z chorpb Niemniej, stworzenie bazy pozwolito na
identyfikacg jak dotd prawie 100 rénych loci zwiazanych z niemal 40 zionymi
schorzeniami i fenotypami chorobowymi (93). Oszaaow m.in. zwizek wysgpowania
okreslonych wariantow z podatioia na choroby takie jak: cukrzyca typu 1 i 2, nowatyo
otytos¢ i choroby uktadu sercowo-naczyniowego, chorobyrapyg nieswoistego zapalenia
jelit czy choroby autoimmunologiczne. Ponadto, dmlziono roli SNP-6w w mechanizmie

odrzucania przeszczepéw (2, 35, 93, 94).

1.1.4. Epigenetyka choréb genetycznych

Pomimo, ¥ wykazano zwizek szeregu polimorfizmow, mikro-zmian czy zgtah
rearanacji strukturalnych w genomie z podagom na choroby o skomplikowanym i nie do
konca wyjanionym podiau, genetyczne postawy wyjdaja jedynie czs¢ ich udzialu w
etiopatologii tych schorze(37). W odranieniu od chor6b monogenowych, wykaaych
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prawie 100% ryzyko zachorowania i charaktergey¢h s¢ silnym zwhzkiem genotypu z
fenotypem, w przypadku chordb poligenowych orazoso#h ztozonych zwazek ten jest
dwo stabszy, zazmiany strukturalne wygbuja zazwyczaj w wielu genach. W zyzku z
tym oszacowane nie by jedynie relatywne ryzyko wynikae z udziatu genotypu w
chorobie (62). Co wkej, jako ze choroby te wykazaj mniejsz odziedziczaln&, do
ujawnienia si defektu czsto niezkdny jest udziat czynnikéw srodowiskowych
wspoétdziatagcych z genomem (88). Efektem ich oddziatywaniaemranacje epigenetyczne,
ktére nie prowadz wprawdzie do zmian w sekwencji nukleotydowej DNodwoduj jednak

funkcjonalne zmiany genomu.

W trakcie rozwoju komorki przechoaslzogromne przeprogramowanie epigenetyczne,
charakteryzujce st¢ okreslonym wzorem modyfikacji epigenetycznej dla pospdieych
tkanek (37). W ostatnich 20 latach wzrosto zairgeweanie wpltywem epigenetyki na
regulacg ekspresji genow nie tylko w kontake fizjologicznego rozwoju, ale ta& ze
wzgledu na osobnicze #aice epigenetyczne, mage mi€ odzwierciedlenie w odmiennej

podatndci na choroby, jak rownieodpowiedzi na leczenie.

Jedny, z podstawowych modyfikacji epigenetycznych genaspuemiany w poziomie
metylacji DNA. Obejmuj one zaréwno hipermetylagjpowodujca obnizenie ekspresji genu
lub jego catkowite wylczenie, jak i hipometylagj indukupca niestabilnéé DNA poprzez
generowanie tzw. ,miejsc kruchych” w chromosomaélo pozostatych mechanizmoéw
epigenetycznych nate zmiany w poziomie acetylacji biatek histonowychptywajace na
ekspresj genu, a take mate interferuce RNA (RNAI) i mikro RNA (miRNA), ktore
obnizaja stabilng¢ mRNA i wplywap na obnienie efektywnéci, z jaka mMRNA jest
przepisywane na biatko (37). W toku badaykazano, 2z sama struktura genomu i jego
warianty genetyczne maglecydowa o wrazliwosci okrelonych miejsc w DNA na wplyw

czynnikéwsrodowiskowych i predysponowge do ulegania zmianom epigenetycznym (37).

Badania dowodgudziatu zmian epigenetycznych m.in. w nowotworaskhorzeniach

metabolicznych jak cukrzyca czy otyép a take w chorobach z grupy glomerulopatii (148).
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1.2. Zespot nerczycowy (ZN)
1.2.1. Definicja i epidemiologia zespotu nerczycoge

Zespot nerczycowy (NS, angNephrotic Syndrom)ejest schorzeniem zionym,
przewleklym i niezwykle heterogennym (173). Stanowajczstsz post& chordb
kiebuszkowych, tzw. glomerulopatii, wieku dzieogégo. Pierwszym i gtdbwnym objawem
zespotu nerczycowego jest silny biatkomocz w wigtkopowyzej 50 mg/kg/dzig,
przekraczajcy zdolndci kompensacyjne ustroju. W przypadku dzieego ZN jest to
przewanie biatkomocz selektywny, na ktory skitaglaje gtdwnie albuminy (11). Dlategozie
poza bialkomoczem, do pozostatych objawéw zespohercaycowego naky
hipoalbuminemia, w wielkizi <30 g/l, a take zwihzane z nj hiperlipidemia i obrgki ciata
(64).

Zespot nerczycowy pozostaje chogotzadlky, a czstasé jego wysépowania zalena
jest od wieku, pfci, geograficznego i etnicznegahmmmzenia orazrodowiskazycia. Szacuje
sig, iz og6lna zachorowalé na ZN wynosi 12-16/100.000 rocznie, u dzied ezstas¢ ta
wynosi 2-7/100.000, w skali ogolewiatowej (64). Notuje si jednak 6-krotnie wisz
czestas¢ wysigpowania ZN u dzieci azjatyckich w poréwnaniu z regjm europejskim (57),
réwniez czesciej diagnozuje sizespot nerczycowy u chtopcowzni dziewczynek, a stosunek

ten wynosi 3:2 (64).

1.2.2. Etiopatologia zespotu nerczycowego

W 95% przypadkéw ZN podstavego wysipienia stanowa glomerulopatie pierwotne
(26). Jednak pomimo wielu lat badatiologia zespotu nerczycowego u dzieci nadal ptage

niewyjaniona.

Poniewa zaroéwno pierwszym objawem ZN, jak i czynnikiem dieektorego rozpatruje
sie skuteczné¢ terapii w kontekcie nawrotéw i remisji, jest biatkomocz, uwaga baa
skupia st na patomechanizmie uszkadgajm barieg filtracyjna kiebuszkow nerkowych.
Btona szczelinowa jest to wysoce dynamiczna strakiw ktOrej najistotniejszy element
stanowi komaorki blaszki trzewnej torebki ébuszka nerkowego - podocyty. Charakteryzuj
sic one wysokimi zdolnéciami adaptacyjnymi do zmienigych s¢ stale warunkow

srodowiska (173), jednéde btona szczelinowa wydajeedy¢ szczegodlnie delikatnstruktug
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i to wiasnie w niej zachodg pierwsze patologiczne zmiany, prowace w efekcie do
biatkomoczu, niezalaie od wywotujcego je bodca (14). Co wicej, podocyty jako jedyny
rodzaj wyspecjalizowanych komérek w ebie kicbuszka nerkowego nie posiagiagolnagci

do proliferacji, co uniemdiwia ich rekompensatpo utracie z moczem (116, 139). Wedtug
najnowszych doniestepodocyturia jest czynnikiem niezateym od biatkomoczu, dlategozte
nawet silny biatkomocz nie musi byjednoznaczny z poziomem nieodwracabio
patologicznych zmian w k&buszku nerkowym. Tym samym, miara utraty podocytdw

moczem stanowimaze lepszy wskanik nawrotu choroby risam biatkomocz (144).

Zidentyfikowano jak deid szereg gendw, kodigych biatka stanowce integralne
elementy podocytow i btony szczelinowej, w ktérywtutacje i polimorfizmy powizano z
réznymi postaciami zespotu nerczycowego. Rtaawvo okoto 90% przypadkéw rodzinnego
dziedzicznego ZN typu fiskiego (ang.Congenital Nephrotic Syndrome Finnish type
przypisano dwu mutacjom w genie nefrylyRHSJ, okrelanym terminem Fin major i Fin
minor (160). Jednae w ostatnich latach liczba nowych mutacji i polmfimmow
zlokalizowanych w dowolnym miejscu w genie nefrywyrosta wrdéd pacjentdw na catym
Swiecie i przypisuje s im zardowno rad czynnikbw przyczynowych w ZN, jak i
wptywajacych na tagodniejsze formy fenotypowe choroby (84).

Wsrdéd pozostatych gendéw bitony szczelinowej, w ktorystutacje powizano z
wystapieniem pierwotnego ZN u dzieci, znajgupic. podocyna NPHS3 (73), gen
supresorowy guza WilmsauT]) (110), gen biatkaakznikowego w podocytacBD2AP (74),
czy gen kanatu jonowegd@RPC6 (166). Co ciekawe, w przypadku gemuaktyniny-4
(ACTN9, ulegajcemu ekspresji rowniew innych poza podocytami komorkach ciata,
stwierdzono mutacje organo-specyficzne, pojaymjse u chorych z ZN tylko w olbie
kiecbuszkdbw nerkowych. Opisane mutacje w genach poduocyit btony szczelinowej
obejmujp zaréwno formy autosomalne domiacg, jak i recesywne, homo- i heterozygoty
(163).

Pierwotny zespo6t nerczycowyetacy efektem mutacji w ktérygnz wymienionych
genow ujawnia si najczsciej w ciagu pierwszego rokuaycia dziecka, jako forma wrodzona
do 3. miesica zycia, lub jako forma miodzieza, wystpujaca medzy 4. a 12. miegcem
zycia. W wikszaci przypadkow wrodzony ZN jest oporny na leczemmniunosupresyjne,
charakteryzuje sina ogot brakiem spontanicznych remisji$ f@go prognozy & stabe, bez
wzgledu na podiee histopatologiczne schorzenia (96). Forma ta aljaly ponadto silnym
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biatkomoczem ji w okresie noworodkowym lub prenatalnym i ctama jest obecnie jako

idiopatyczny zespot nerczycowy, ze watyl na nie do kéca jasia etiopatologt (23).

Poza czynnikiem genetycznym, corazekgize poparcie zyskuje tak hipoteza o
udziale nieprawidtowgri w dziataniu uktadu immunologicznego w patogeaeZN.
Wymienia s¢ tu m.in. zaburzenia w funkcjonowaniu poszczegdjrakciji limfocytow T
(47), a tym samym zaburzenia w profilu ekspresjokiyn prozapalnych oraz chemokin i ich
receptoréw (6), dysfunkcje sktadnikow uktadu dopmdna (19), a tate nieprawidtowséci w
rozmieszczeniu negatywnych tadunkéw na btonie modsej kkbuszka nerkowego (64), czy
zmiany w przepuszczalda jego naczy krwionosnych, co zmienia funkcjonowanie i

selektywnaé¢ podocytow (11).

W ostatnich latach uwagwielu badaczy zwrécity te towarzysace zespotowi
nerczycowemu liczne defekty genomu mitochondriabpegdotycace dziatania
poszczegolnych elementowntaicha oddechowego i mitochondriéw wymijacych lokalnie
w kicbuszkach nerkowych, co stanéwmaze dodatkowy patomechanizm skutiay
biatkomoczem (53, 66, 143).

1.2.3. Podtae histopatologiczne zespotu nerczycowego

Rozpoznanie histopatologiczne w zespole nerczycowianows gtownie zmiany o
charakterze minimalnym (MCD, angMinimal Change Disea3ge stanowice 77-90%
rozpozna (21, 144), z& pozostate 20% stanowi heterogenna grupa, obegawggniskowe
segmentalne szkliwienie ¢duszkdédw (FSGS, angr-ocal Segmental Glomerulosclergsis
zmiany mezangialno-rozplemowe (DMP, angDiffuse Mesangial Proliferative
Glomerulonephritiy oraz btoniasto-rozplemowegkduszkowe zapalenie nerek (MPGN, ang.
Membranoproliferative Glomerulonephrilis inne (64). Notuje si ze u 5-10% dzieci u
podstawy ZN ley nefropatia IgA, jednaite jej rozwdj i przebiegaspowolne, a prognozy
sprzeczne i niejasne (101).

Istota widciwej oceny histopatologicznej pacjentow z ZN jekluczowa w
diugoterminowym rokowaniu i podlega znacznemuzaidowaniu w zalénosci od wieku,
pici i pochodzenia etnicznego (21). Zmiany o tyili€D notuje s¢ najczsciej pomedzy 2. a
6. rokiem zycia i wystpuja one okoto 6-krotnie eZciej u Azjatbw nk u dzieci rasy

kaukaskiej. MCD zwjzane jest z reguly z pozytywnodpowiedzi na leczenie
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kortykosteroidowi i doky prognoa (64). Patogeneza schorzenia nie jest dacégoznana i
wyjasniona, jednak wikszaé badaczy jest zgodna co do nigpliwe) roli ukiadu
immunologicznego i zaburaewe frakcjach limfocytow T. Jako pierwszy opisatzi@awisko
Shalhoub w latach 70-tych XX wieku sugewyjiz ZN na podiagu zmian minimalnych jest
schorzeniem systemowym, charakteryzym sk dysfunkcy limfocytow T z pobudzeniem
odpowiedzi typu komorkowego (138). Od tego czaswajr wysitki badaczy, by
zidentyfikowa konkretne cytokiny oraz zrozundienechanizmy odpowiedzialne za wzrost
ich ekspresji i dziatanie patogenne. Za hipatemOwiaca 0 nasileniu odpowiedzi typu
limfocytow Thy w patogenezie MCD, przemawia wiele faktow, m.iobih i zazwyczaj
szybka odpowiedl pacjentbw na leczenie immunosupresyjnegsttz towarzyszce ZN
infekcje goérnych drég oddechowych, azalsamorzutne remisje biatkomoczu w trakcie odry
i innych chordéb, w trakcie ktérych naturalna odmstnkomorkowa jest updedzona (122,
168). Co wecej, coraz powszechniej przyjmuje,siz zmiany w typie MCD to schorzenie
immunologiczne, objawiage s¢ najsilniej w obebie nerek, a nie schorzenie typowo
nerkowe (133).

W przeciwigistwie do MCD, rozpoznanie w typie FSGS stanowizadibardziej
niejednorodn i cze¢sto niejednoznacangrupe zmian trudnych w ocenie nawet u jednego
pacjenta w czasie, obejmugj wiele podtypdw i rénorodnych wariantow histologicznych
Pocatkowo MCD i FSGS traktowano jako morfologiczne foritej samej przypadioi o
réznym stopniu zaawansowania. Obecnie jednak, wgeiast8KDC (ang.Internationl Study
of Kidney Disease in Childrgnmicdzynarodowego konsorcjum do spraw choréb nerek u
dzieci, & one odebnymi schorzeniami w obbie zespotu nerczycowego (157). Zmiany
histologiczne w przypadku FSGS obejmwicksze uszkodzenie kanalikbw nerkowych oraz
zwtdknienie, pomimoze stopié biatkomoczu w obydwu formach jest poréwnywalny %

w odr&nieniu od MCD, charakteryzujeesjednak nieselektywnym biatkomoczem, na ogét
steroido-oporngria oraz posipujaca niewydolndcia nerek (68). Szacujecsiiz FSGS jest
przyczyry utraty funkcji nerek u 5% dorostych i 15-20% dziee schytkowy niewydolndcia
narzadu (163). Wedle ostatnich obserwacji, proces teskpaje jednak szybciej w populacji
dzieci pochodzenia hiszfiskiego i afrykaskiego nk w grupie kaukaskiej (132), podobnie
tez szacuje s czsta¢ wyskpowania FSGS w tych grupach etnicznych (21).
Prawdopodobnie nime to by wynikiem czstszego wykonywania biopsji u pacjentow
opornych na zastosowane standardowo leczenieg@twéh, u ktorych statystycznie notuje
sig gorszy histologicznie typ zmian. Jednak przypuazek tez, ze rosmcy odsetek
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rozpozna FSGS wize skt ze zmieniggcym sk klinicznie obrazem zespotu nerczycowego
m.in. na skutek wzrastgjej otylcsci i schorzé szczegdlnie predyspomngych do
zwiekszonego ryzyka uszkodzéchordb nerek (21).

Niektérzy autorzy donosztez o roli czynnika genetycznego w rozwoju FSGS, w
postaci mutacji i polimorfizméw w genach biatek mjopodstawnej kibuszka nerkowego
oraz podocytow i btony szczelinowej (67, 171), kzéao powazaniu mutacji w mtDNA i

dysfunkcji mitochondriéw podocytowych z wgpbwaniem FSGS i ostrych form ZN (89).

Statystyki i badania oddpoie pozostatych form histologicznychy sgraniczone, ale
przypuszcza gj ze zmiany o charakterze rozplemowym radxy¢ spontanicznie rozwijaga
sig forma dzieckcego ZN (161). Przypuszczag¢stakze, z mechanizmy patogenne w
odrgbnych typach histologicznych ®dmienne, pomimaze w kadym z nich obserwowane
jest uszkodzenie podocytow, skutkeg biatkomoczem (42). Z reguty jednak, bez wdglna
patomechanizm uszkodzenia, txgzsze rozpoznania histologiczne rokupajgorzej i §

trudniejsze w leczeniu (11).

1.2.4. Idiopatyczny zespoét nerczycowy (1ZN)

Pomimo identyfikacji wciz rosmcej liczby mutacji w genach strukturalnych
zwigzanych z podocytami i btan szczelinow, zesp6t nerczycowy o genetycznie
uwarunkowanym podiau dysfunkcji bariery filtracyjnej nadal stanowi wnielka czesé
glomerulopatii pierwotnych u dzieci. Foenprzewaajaca w tej grupie schorzenerkowych
stanowi idiopatyczny zesp6t nerczycowy (INS, aldjopatic Nephrotic Syndromg163),
wystepujacy pomedzy 3. miesicem a 16. rokiemiycia, a charakteryzuje go brak wimngch

wskaza parametréw laboratoryjnych czy pierwotnej przyczgenetycznej (29).

1.2.4.1. Epidemiologia IZN

Dokiadne dane dotygze epidemiologii IZN u dzieci as ograniczone, a €stasé
wystepowania zalgy od wieku, grupy etnicznej oraz pici (98), przyee wiek wydaje si
by¢ czynnikiem o kluczowym znaczeniu w przebiegu cbgroraz odpowiedzi na leczenie
steroidowe. Wykazanoze im p&niej IZN si manifestuje, tym wiksze jest ryzyko
rozpoznania FSGS, co z kolei ase st z cikzszym przebiegiem choroby i steroido-
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oporngcia u 25-62% pacjentdow oraz szybszym pgpsetn do stadium schytkowej
niewydolngci nerek. Natomiast mtodszy wiek w chwili rozpozi@atZN stanowi wgksz
szang na tagodne zmiany typie MCD, a tym samym lepspgpozy (29). Z drugiej jednak
strony, Trompeter i in. wykazali odwratproporcg czasu trwania choroby w zatesci od
wieku. U dzieci, u ktorych 1ZN wyspit ok. 2. rz., choroba trwatdrednio 11,5 roku, za
manifestowanie gilZN ok. 14. rz. skracato czas trwania choroby do 1,5 roku (76¢dig
danych statystycznych 1ZN rzadko wystije zaraz po urodzeniu, nagéziej natomiast w
ciagu 1. rz. dziecka, a wiksza¢ z nich wykazuje steroido-oporéoi stopniows utrat
funkcji nerek w cagu 5-10 lat (105, 132).

1.2.4.2. Etiopatologia IZN

W 1974 roku po raz pierwszy wysgto hipotez, iz u podiza ZN o typie tagodnych
zmian lea nieprawidtowdci immunologiczne w postaci zabufzeve frakcji kizacych
limfocytéw T (138). Teoria ta jest do dzisiejszedjua weryfikowana, a dzki nowoczesnym
metodom eksperymentalnym, w tym #hwosci wykorzystania zwierg modelowych,
badacze sw stanie przéedzic mechanizmy proliferacji konkretnych subpopula@imorek
krazacych, jak rownie zbad& profile zmian w ekspresji poszczegolnych cytokiednalke,
pomimo rozwoju coraz bardziej czutych i doktadnytelchnik immunologicznych, badania
cytokin dostarczajwciaz niejednoznacznych czy nawet rgych danych (172).

W patogenezie IZN wielu autorOw zwraca uwaga istotma role witasciwego
zrownowaenia subpopulacji limfocytéw T efektorowych i regtdrowych, co poaga za
soly zaburzenia mechanizméw rownowagi immunologiczWgjtym kontekcie, szczegolnie
czesto dokumentowanym zjawiskiem u pacjentow z IZNt jpszesunicie odpowiedzi
immunologicznej kierunku frakcji limfocytow Bhkosztem zredukowania fenotypu 1T¢7,
81, 172). W efekcie prowadzi to do wzmomej ekspresji i wydzielania cytokin oklenego
rodzaju, najczsciej w sposéb agly, niezaleny od fizjologicznych mechanizméw
regulatorowych (25, 163). Szereg autorow potwierdziziat zwgkszonej subpopulacji
limfocytow Th, w przebiegu IZN, wskazag tym samym na towarzysze czsto zespotowi
nerczycowemu reakcje atopowe i alergiegddoe charakterystycznymi objawami
powiazanymi z tym fenotypem limfocytow (26, 40, 136). lIgjoym potwierdzeniem roli
limfocytow Th, w patologii IZN jest hamowanie sygnalizacji cytoki ich receptorow,

bedacych markerami biologicznymi fenotypu flto sugeruje wczesgraktywacg limfocytow
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CD4+ w kierunku Th (23). Za ich udzialem w chorobie przemawia rowraaburzony profil
przeciwciat w trakcie nawrotow IZN, jakge limfocyty Th petna wraz z wytwarzanymi
cytokinami funkcg przehcznikdw klas przeciwciat, produkowanych przez lioyty B i

komorki plazmatyczne (71).

Dysfunkcja immunologiczna nie ogranicza $dnak tylko do populacji limfocytow
Th, ale przypuszczalnie wptywazt@a pozostate podtypy limfocytéw T i B oraz mongcyt
(56). Niektorzy badacze wia wyskpowanie I1ZN z przewleklymi hemopatiami
limfoidalnymi oraz =z hiperlipidemi ktore mog zmieni& aktywnad¢é systemu
immunologicznego (23). Jednak, pomimo wielu Wad@oswieconych dysfunkcji
mechanizméw ukiadu immunologicznego, nadal nie audsad jednoznacznie ustéli czy
zmiany w profilu ekspresji cytokin i nieprawidtow@ dotyczice limfocytow T stanovi
przyczyre IZN, czy tez jego skutek, &dac jedynie naturalnymi reakcjami na wywatay je

bodziec.

Przez lata uwe&no,ze bodcem tym jest kfzacy osoczowy czynnik przepuszczadono
naczyr (PF, angPermeability Factoy, co potwierdzity obserwacje nawrotu biatkomoczu p
przeszczepie nerki oraz skutecghaabiegu plazmaferezy. Niekiedy przypisywano mu te
role czynnika zwazanego z przeciwciatami klasy IgG, czy biatka o atodn tadunku,
uszkadzajcego btom podstawn kigbuszka nerkowego (23, 50). Nie wszyscy jednak
potwierdzay te hipotez. Wsrdd pozostatych czynnikdw o przypuszczalnej rolpatogenezie
IZN, znajdup sie czynniki wywodace st z limfocytéow T takie jak: IL-2, IL-8, czynnik
martwicy guzax (TNFa) czy ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF) (50, 97).

W ostatnich latach, podobnie jak w przypadku FS(@3patruje si mazliwe podiaze
genetyczne w rozwoju IZN w postaci polimorfizmoéwnger zwihzanych z dojrzewaniem i
réznicowaniem limfocytow T, a tale modyfikacje epigenetyczne (42). Szczegdlne
zainteresowanie budzgeny zaangawane przypuszczalnie w patogegidZN, a ktoérych
funkcjonowanie mge by¢ rozregulowane do pewnego niezaualaego stopnia ju od
urodzenia. Stan taki jest jednak tolerowany przemmderke, op&niajac tym samym
wystapienie choroby, ale tedecydujc o czstych nawrotach czy samorzutnych remisjach, co

jest obserwowane w trakcie leczenia pacjentowapaliycznym zespotem nerczycowym.
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1.2.5. Steroido-opornéé w zespole nerczycowym
1.2.5.1. Steroido-oporné¢ jako czynnik prognostyczny w ZN

Podstaw leczenia immunosupresyjnego w zespole nerczycowwtanowi
glikokortykosteroidy (Gk), a opracowane w latachtgéh XX wieku przez ISKDC protokoty
terapii & z niewielkimi modyfikacjami stosowane do dzisi@4). Odpowied na Gk
mierzona jest wielkixia biatkomoczu i w zalenosci od tego wyraniono 2 gtdbwne grupy
terapeutyczne. Pacjenci, ktérzy wagu pierwszych 28 dni od rozpagza terapii uzyskuj
catkowita remisg, definiowarn jako co najmniej 3 nagbujace po sobie dni, w trakcie ktorych
nie obserwuje sibiatkomoczu, okrdani s mianem steroido-wegdiwych (ang. SSSteroid
Sensitivg Druga grupg stanows pacjenci steroido-oporni (ang. SBteroid Resistaipt u

ktérych nie udaje siuzyska remisji w trakcie 28 dni terapii.

Pacjenci charakteryzagy sk ciezszym rozpoznaniem histologicznym w typie FSGS
czy DMP wykazuy w wigkszaci przypadkow steroido-oporsg za ZN w typie zmian
minimalnych oznacza najexiej dobre prognozy i pozytywnreakcg na leczenie. Jednak
histopatologiczna ocena nie zawsze jest trafnadngenaczna. Ze wzglu na réne
umiejscowienie zmian w typie segmentalnego szklingie niekiedy mog one zosta
nierozpoznane, gdy bioptat pochodzi z innesciznerki (144). Ponadto, biopsja e w
oglle nie wykaza pocatkowo zmian sklerotycznych, a faktz u wickszaci dzieci u
podstawy zespotu nerczycowegayeMCD, skiania ku odégiu od biopsji jako rutynowego
postpowania (97, 132). Co wiej, coraz wgcej ekspertow zaleca wykonanie biopsji dopiero
po 2-3 latach od rozpoezia leczenia w celu monitorowania jego neurotokepéai,
zwitaszcza w kwestii decyzji co do kontynuowaniaapér (11). Nie zawsze tenawet
precyzyjna ocena histologiczna jest rownoznaczodpowiedzi na leczenie steroidowe i to
wiasnie ta ostatnia jest obecnie gtdwnym czynnikiemgpastycznym w leczeniu ZN (64,
167).

U 10-20% pacjentow z IZN nie uzyskuje; semisji biatkomoczu, zau okoto 70%
sparod pacjentéw steroido-wikbwych nastpuja nawroty (171). Co wicej, dzieci, u ktorych
czeste nawroty biatkomoczu wygiuja juz w ciagu pierwszych 6 miesty, s W najwickszej
grupie ryzyka nawrotow w gfju nast¢pnych 18 miesicy (64). Tak postd ZN o czstych
nawrotach (FRNS, and:requently Relapsing Nephrotic Syndrgnuedzieci charakteryzuje
25% szans na samoistne, spontaniczne remisje epyjstone czsciej w przypadku 1ZN

zdiagnozowanego po 4. migsi zycia w porownaniu z formmwrodzora ZN (96). Nadal
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jednak okoto 50-60% pacjentéw z $pad FRNS charakteryzautrzymupce se¢ nawroty i w
efekcie rozwijag oni steroido-zatnos¢ (SDNS, ang. Steroid Dependent Nephrotic
Syndromg (11). Ponadto, szacujegsiiz do 20% dzieci steroido-wibwych nawet po

diugotrwatej remisji mge mie nawroty wysgpujace & do 20. rz. (64).

Istotnym czynnikiem w odpowiedzi na steroidy wydage by¢ czas uzyskania
pierwszej remisji od zastosowania leczenia. Pagjencktorych remisja biatkomoczu
nastpita najszybciej, tzn. w ggu pierwszych 7 dni, majnajwicksza szang na osignigcie
trwatej remisji. U tych chorych, u ktérych redukdjetkomoczu obserwowana byta w drugim
tygodniu leczenia, wyspuja czeste nawroty i wymagajoni zazwyczaj przediaenia leczenia
do 4-6 miesicy (164). Take inni autorzy potwierdzaj iz przedizenie stosowania
immunosupresji o minimum 3 migse w | rzucie IZN zapobiega nawrotom (11, 161).
Najtrudniejsa zas kategor¢ kliniczna sparod reagujcych na leczenie stanoyvpacjenci, u
ktérych remisja nagpuje po czasie diszym ni 14 dni. Grug t¢ charakteryzu nawroty,
jeszcze w trakcie leczenia pierwszego rzutu, dategmagana jest tu z reguty dodatkowa
alternatywna terapia lub zintensyfikowana i wydtna terapia steroidowa (164). To wige
w tej grupie najwgcej pacjentow rozwija FRNS lub SDNS, a tym samymaiwnych jest na
wysokie dawki i dtugotrwate leczenie steroidowe averajego efektami ubocznymi (17, 61).
Jednak, pomimoze srednio potow pacjentow SSNS dotykgjczeste nawroty i rozwoj
steroido-zalenosci, nadal ryzyko progresji do schytkowej niewydaloonerek jest w tej

grupie minimalne (11).

Najwigkszym wyzwaniem terapeutycznym i Kklinicznym, zaréwpod wzgtdem
samego leczenia, jak i wczesnych czynnikéw progmastch odpowiedzi na terapi
steroidows, s1 pacjenci steroido-oporni. Stanawoni okoto 20% wszystkich pacjentow z I1ZN
oraz 75-80% pacjentow z rozpoznaniem FSGS (12, 168). Jedynie 5% chorych z
pocztkowa wrazliwoscia na steroidy w wyniku nawrotow rozwija steroido-opa¢. Co
ciekawe, wgksza¢ z nich ponownie zaczyna odpowi&daa leczenie, a gtbwnie pacjenci z
rozpoznaniem FSGS pozostapporni na dalsg terape (64). Pacjenci z grupy steroido-
opornego zespotu nerczycowego stamomajwickszy grupe ryzyka gtownie ze wzgtu na
rozwiniecie schytkowej niewydolriei nerek. W przeciwigstwie do pacjentéw steroido-
wrazliwych, ktorzy nawet po wielu nawrotach nadal apmyéine prognozy, okoto 30-60%
pacjentow steroido-opornych rozwija schytkpwiewydoln@g¢ nerek w cigu 1-4 lat od
rozpoczcia leczenia (11). W efekcie, ostatecznie co nagn20% pacjentoéw z IZN wymaga

hemodializ lub/i transplantacji nerki (81). Stemidporny idiopatyczny zespét nerczycowy
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pozostaje jednz najbardziej opornych na leczenie choradbiszkowych u dzieci i zwkany
jest z 30-50% ryzykiem nawrotu po transplantacp, growadzi do ostatecznej utraty
przeszczepu od kilku godzin do kilku migsy po zabiegu (23).

1.2.5.2. Markery steroido-oporngci

Pomimo wielu badg patofizjologia IZN u dzieci pozostaje niew§faona, co nie
pozwala na opracowanie w petni skutecznych terapngzliwiajacych trwah remisg bez
efektbw ubocznych, ktorymi obarczones swszystkie stosowane obecnie schematy
postpowania (64). Najwiksza grupe ryzyka stanowd pacjenci steroido-oporni, ktérzy
pomimo braku odpowiedzi na leczenie steroidowe hadegzeni s na jego skutki uboczne,
Zwigzane ze szczegolnie dumi dawkami leku i dtugotrwatym jego stosowanienY,(59).
Poszukiwanie wczesnych markerow odpowiedzi na ldezena wec na celu nie tylko
unikniecie niepotrzebnego leczenia, ale Zakpowinno zapewii diagnostyk rodzinom o

podwyzszonym ryzyku (171).

1.2.5.2.1. Czynnik immunologiczny w steroido-opormiei

Brak jest obecnie klinicznych predykatoréw odpowieda steroidow terape w 1ZN.
Zaréwno pacjenci steroido-wilawi jak i -oporni charakteryzuj sie takimi samymi objawami
i nie ma wskanikéw laboratoryjnych, ktére pozwolityby na ich jgmznaczne rozedienie
(174). Poniewa istnieje wiele przestanekwiadczcych o tym, i patofizjologia IZN
powiazana jest prawdopodobnie z dysfunmkejktadu immunologicznego, wielu badaczy
skupia uwag na poszczegoélnych jego elementach i ich odmienfiynkcjonowaniu w
réznych grupach chorych. Proby roznfenia pacjentow steroido-wilawvych i steroido-
opornych obejmowaty m.in. ustalenie profilu cytakivego dla obydwu grup poprzez pomiar
ekspresji poszczegolnych czynnikbw w moczu pacjenttc7, 168). Ujawniono tdice w
ekspres;ji niektdrych cytokin i hormondéw wzrostuacddkterystycznych dla stanu zapalnego i
postpujacego procesu widknienia w nerce, peday pacjentami o odmiennej reakcji na
steroidy. Jednak pmice te bardziej odpowiadaly rozpoznaniom histategym anieli
zwiazane byly z mechanizmem steroido-opadmioPodobnie, proby roz#dienia badanych
grup pacjentow na podstawie badania czynnikowzdaych we krwi nie przyniosty

spodziewanych rezultatéow. Mima udato s¢ zidentyfikowa& pewne molekuty, wkszaé¢ z
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nich korelowata na ogo6t z histolagii szybkdcia postpu do stadium schylkowej
niewydolnagci nerek, nkt bezpdrednio z odpowiedazina steroidy (12). Prowadzona:teroby
okreslenia ré&nic w odpowiedzi na leczenie na podstawie odmieenkpgeniczriei nerki w
obydwu grupach chorych (52).a30 jednak malo pewne i nie do daa uniwersalne
wskazniki. Eksperymentalnie wykazano natomiagg infuzja pewnych cytokin dayty
nerkowej zwierat modelowych powoduje zwkszory sekreat albumin do moczu (50, 51).
Potwierdzaj to badanian vitro (68), jednak inni badacze sugeruy ilos¢ poszczegdinych
cytokin w moczu chorych stabo koreluje z ich eksprev tkance, w zwizku z czym nie jest

adekwatnym odwzorowaniem procesu zapalnegatego st w nerce (167).

1.2.5.2.2. Czynnik genetyczny w steroido-oporKoi

Wraz z rozwojem coraz doskonalszych metod genotgpaay zidentyfikowano szereg
genow, w wekszasci zwiazanych podocytami btanszczelinow, w ktérych mutacje i
polimorfizmy nie tylko stanowi mogy genetyczny czynnik patomechanizmu rozwoju samego
zespotu nerczycowego, aleztdziatap jak specyficzne modyfikatory klinicznego fenotypu
choroby (152, 163). Zidentyfikowano m.in. mutacjg@nie podocyny i nefryny, wygiujace
u 10-30% dzieci ze sporadycznym steroido-opornym(gB| 128) oraz w genie nefryny w
steroido-opornym ZN typuiskiego (171). Co ciekawe, podobnie jak w przypagkutacii
kauzatywnych w genach podocytowych, Zakmutacje, ktére wydajsic by¢ zwigzane z
poszczegolnymi typami ZN oraz jego steroido-oporrfemotypem, wykazaj zrGznicowary
czestas¢ w zaleznosci od wieku oraz pochodzenia etnicznego. Hinkes.iwykazali, #
kombinacja 2 recesywnych alleli w genie podoczntexeinuje wiek wystpienia ZN oraz
jego leko-oporn&t, a tym samym pdkos¢ oshgniecia stanu schytkowej niewydoléa
nerek (63). Mutacje te tak czsciej wyskpuja u dzieci w populacji europejskiej i

amerykaskiej, za sporadycznie lub wcale w populacji azjatyckiejXL7

Niemniej, pomimo # scharakteryzowano wiele nieprawidtcied genetycznych w
sktadnikach btony szczelinowej podocytow, szacuje & wicksza¢ pacjentow z 1ZN,
ktorych charakteryzuje brak odpowiedzi na leczemie, posiada opisanych mutacji lub
wystepuja one jedynie w nielicznych przypadkach (23). Zigékbwano réwnie mutacje w
poszczegolnych skladnikach uktadu dopetniaczawsidajy sic one by zwiazane bardziej z
profilem histologicznym lub wielkicia biatkomoczu, arieli z odpowiedzi na steroidy (19).

W ostatnich latach znaleziono dodatkowo mutaw] genie fosfolipazy C RLCEJD),
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wystepujaca u niewielu pacjentoéw z IZN, ale wadznie w grupie steroido-opornych (159).
Szeroko opisano tak mutacje typu ins/del w genie konwertazy angiotepsACE), jednak

w przypadku tego genu wyniki #0ia si¢ istotnie w zalenosci od geograficznego
pochodzenia populacji badanej 4 siekiedy sprzeczne z pozostatymi doniesieniami, co

podwaa jego rot jako potencjalnego markera steroido-opgéonav IZN (46, 132, 174).

1.2.5.2.3Sciezka sygnalizacyjna receptora GR

Ztozonas¢ zjawiska steroido-oporsoi, obserwowanego w przypadku wielu choréb o
niejednoznacznej etiologii i zkdicowane] odpowiedzi pacjentow na leczenie
immunosupresyjne, skierowata uwalgadaczy na&ciezke sygnalizacyja samego receptora
glikokortykosteroidowego (GR, angGlucocorticod Receptdr odpowiedziala za efekt
terapeutyczny endogennych lekow steroidowych. Badate dostarczyty informacji

rzucapcych noweswiatto na zagadnienie problemu steroido-opécno

Zidentyfikowano m.in. rénice w ildci receptorow GR w komorce i ich zdokod
wiagzania czsteczki leku, nieprawidiowssi w aktywacji kompleksu GR-ligand i jego
translokacji dogdra komérkowego, a tak dysfunkcje w dziataniu GR wdrze, objawiajce
si¢ gtéwnie upsledzonym oddziatywaniem receptora z odpowiednirkingmcjami w DNA
genow docelowych dla dziatania leku (15, 27, 609. clekawe, niewystarczgjy poziom
aktywnych GR nie wydaje siwynikac z obnizonej ekspresji receptora, a z podazone]
ekspresji jego nieaktywnej formy, tzw. BRwykazupcej dziatanie inhibicyjne, lub ez
nieprawidtowdci w oddziatywaniach sygnalizacyjnych molekut namsg $ciezce (36).
Zaburzenie tych oddziatywiai upcsledzenie przekazywania sygnatu przez GR potwierdza
wielu autorow (13, 54, 56, 141), przy czym najkgze poparcie zyskajw ostatnich latach
hipotezy odnénie interakcji pomgdzy sciezka GR a innymisciezkami sygnalizacyjnymi,
aktywowanymi w komérce w trakcie procesu zapalnég 126). Prowadzones ©becnie
intensywne badania mge na celu poznanie mechanizmu p@ah pomidzy elementami
kaskady GR, aciezkami prozapalnych czynnikéw transkrypcyjnych, takjak NFxB czy
AP-1. Czynniki te § powszechnie znane jako aktywatory stanu zapalnegkazano rownig
ich wysolky ekspresj w komorkach kanalikbw proksymalnych i cewek nerkotw
aktywowanych biatkomoczem (26), co dowodzi ich adlzw patomechanizmie uszkodzenia
nerki. W procesie tym opisano zaang@aanie wielu rodzajow cytokin oraz chemokin i

hormonow wzrostu, z ktérych wkszas¢ regulowana jest transkrypcyjnie za pomdd=-«B i
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AP-1 (6, 26). Natomiast jednym z gtdwnych mecharansygnalizacyjnych dla wkszaci
cytokin w komoérce jesticiezka Jak/Stat, a zakidcenia jej negatywnych mechamzm

regulupcych s przypuszczalnie jedre przyczyn zaburzew sygnalizacji cytokin w IZN.

Istnieja rOwniez doniesienia 0 odmiennym wzorze metylacji GR oraburzonej
acetylacji histonbw w rejonach promotorowych genddocelowych dla dziatania
glikokortykoidow w badaniach modelowych, co wska&zuja maliwy udziat czynnikOw

epigenetycznych w rozwoju steroido-opafcion idiopatycznym zespole nerczycowym (42).

1.2.6.Scieika sygnalizacyjna Jak/Stat

Sciezka Jak/Stat stanowi jeden z najlepiej poznanych mgwkomaorkowych
mechanizméw, zapewnigjy cytokinom ré@nego rodzaju wkxiwa sygnalizagi oraz
kontrolujacy czas i intensywrié ich dziatania (34, 113). Aktywacjéciezki nastpuje w
scisle okrg&lonym czasie, zalmym od dzialajcego czynnika, i polega na wzbudzaniu

kolejnych jej elementow w sposob kaskadowy.

Po przykczeniu cytokiny do zewgtrzkomoérkowych elementéw odpowiedniego
receptora nagpuje aktywacja jego domen zkgych po cytoplazmatycznej stronie membrany
komorkowej, a tym samym rekrutacja wesmzkomorkowych kinaz. & nimi tyrozynowe
kinazy Janus, wyspujace u ssakéw w postaci 4 rodzajow: Jakl, Jak2, D0danB2 (85). Na
aktywacg kinaz sktada si ich wzajemna autofosforylacja, a ngmstie przyhczanie do
okreslonych miejsc w domenach receptora i fosforylagipawiednich reszt tyrozynowych
jego biatkowych tacuchow. Powoduje to z kolei rekrutagnajdujcych s¢ w cytoplazmie
biatkowych czynnikéw transkrypcyjnych STAT (an§ignal Transducer and Activator of
Transcription), przylaczapcych sé do scisle okrelonych regionédw domen receptora,
stanowicych specyficzne punkty wiania dla elementow STAT. Znanych jest 7 biatek
STAT, okrglanych jako: STATL, 2, 3, 4, 5a, 5b, 6. Ich rekojdado receptora jest etapem
niezlednym, warunkujcym ich fosforylac za pomog zwiazanych uprzednio z receptorem
kinaz Jak. W formie ufosforylowanej, czyli aktywnegynniki STAT hcza sie w cytoplazmie
w pary z innymi i w formie homo- lub heterodimerowegap translokacji do gdra
komorkowego. Tam dziakajak typowe czynniki transkrypcyjne i wywotugfekt zaleny od
genow docelowych ich dziatania, do sekwencji prammivych ktérych si przylaczap (34,
100).
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1.2.6.1. Negatywna regulacjdciezki Jak/Stat

Sygnalizacja Jak/Stat gedniczy dziataniu wikszaci cytokin oraz czynnikdéw wzrostu
w komaorce. Poniewacytokiny biog udziat w wielu podstawowych procesach biologicinyc
obejmujcych m.in. rozwdéj zarodkowy, #hicowanie i proliferag komorek, hematopoez
czy mechanizmy odpordo, niezwykle istotny jest rowniesystem negatywnej regulacji
sciezki, ograniczajcy zarOwno czas, jak i intensywdtodziatania cytokin, co warunkuje

ochrorg komérek i tkanek przed nadmiaraekspozycj na te czynniki (61, 80, 149).

Znane g obecnie 3 klasy negatywnych regulator&siezki Jak/Stat: biatka PIAS (ang.
Protein Inhibitor of Activated STAJ,shiatka SHP (angScr-homology2-containing Protein
Tyrosine Phosphatapeoraz biatka SOCS (andguppressor of Cytokine Signal)n@l50).
Najlepiej poznaa i opisan, a take o potencjalnie najwkszym znaczeniu w regulaciji
sygnalizacji cytokin stanowi rodzina SOCS. Skilada ena z 8 czynnikéw: CIS (ang.
Cytokine-Inducible SH2 Domain-Containing Projearaz SOCS1-7. Biatka SOCS stangwi
jedm z grup gendw docelowych dla dziatania czynnikOwASTi ulegap ekspresji w
odpowiedzi na aktywa¢jsamejsciezki (34). W zalenosci od poszczegolnych biatek SOCS
dziatap one na rénych etapach kaskady, hanpijja na zasadzie klasycznego mechanizmu
sprzzenia zwrotnego (3). Poniewaygnalizacja prawie wszystkich cytokin, ktorychziad
w progresji choréb nerek jest znany i udokumentowatbywa s na drodze aktywacii
sciezki Jak/Stat, to wignie zaktdcenia w mechanizmach jej inhibicyi przypuszczalnie
odpowiedzialne za zwkszorny aktywacg mediatoréw zapalnych i ich udziat w patofizjologii

ZN oraz r@norodnd¢ jego klinicznych postaci (6, 80, 163).

1.2.6.2. Biatka SOCS
1.2.6.2.1. Budowa biatek SOCS

Czynniki SOCS, znane réwrigod nazw JAB (ang.JAK-Binding Proteih lub SSI-1
(ang. STAT-Induced STAT Inhibifjprstanowa rodzirg biatek o konserwatywnej budowie
wsrod wszystkich ssakow. Biatka CIS i SOCS, pomimp, posiadai w wigkszaci
jednakowe domenyasio siebie podobne bardziej w parachzalido pozostatych cztonkow
rodziny. Biatko CIS wykazuje zatem napksze podobigstwo w budowie i dziataniu do
biatka SOCS2, SOCS1 do SOCS3, SOCS4 do SOCS5 i G@GSSOCS7 (80, 149).
Wszystkie zawierajcentralm domer SH2 (ang.Src-homology 2 domajro dtugdci ok. 95
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aminokwaséw, oraz konserwatysvndomer SOCS-box o diugmi 40 aminokwasow,
znajdupca sig na kacu C taicucha biatkowego (49). Domena SH2 warunkujesengosci
inhibicyjne czynnikom SOCS, gdragment SOCS-box odpowiedzialny jest za ich kienoie
na szlak degradacji proteolitycznej i nie jest biginy do interakcji SOCS z pozostatymi
elementamiciezki. Ponadto, biatka SOCS1 i SOCS3 zawiedjarakterystyczndomer na
koncu N tacucha biatkowego — tzw. region KIR (aninase Inhibitory Region ktory
dziata jak pseudosubstrat dla kinaz Jak i zapewlodatkowe zdolnei hamowania ich

aktywnaci (3, 49).

W komorce wykrywalny jest podstawowy, éhainimalny, poziom SOCS, zaiey
m.in. od pici, wieku czy tkanki, ktory wzrasta gieatnie w odpowiedzi na sygnalizacj
cytokin. Kazdy z czynnikow SOCS mme hamowaé sygnalizag} wigkszej ilagsci cytokin niz
te, ktére pierwotnie doprowadzity do aktywagjiezki. Co wiecej, r&zne biatka SOCS mag
by¢ specyficzne dla nych kinaz lub ich rodzin, dlategozt@rzypuszcza gj iz mog one

dziatat bardziej jak uniwersalne regulatoryctace wielesciezek ze sob (61, 80, 149).

1.2.6.2.2. Rola wybranych SOCS w chorobach nerek

Na drodze aktywacijisciezki Jak/Stat przez szereg cytokin i czynnikow uktadu
immunologicznego biatka SOCS zaangaane § w wiele schorzg, przebiegajcych z

nieprawidtows aktywndacia immunologiczi, w tym choréb nerek (154).

Rola czynnikbw SOCS jako regulatoréw rownowagi kytowej jest szczegolnie
istotna w kontedcie modulacji odpowiedzi immunologicznej w kierunkienotypu
limfocytow Thy lub Thy. W szczegolIngi zwraca si uwag; na biatka: CIS, SOCS1, SOCS3 i
SOCSS5, ktore odgrywajstotra role w regulacji dziatania cytokin, warunkigych aktywacj
poszczegolnych subpopulacji limfocytéow (33). Badamn vivo i in vitro dowiodly
szczegOlnej roli dwdéch biatek SOCS w dojrzewanpudliferacii limfocytow T, mianowicie
SOCS3 i SOCS5. Poniewaroliferujace w kierunki Th limfocyty wykazup istotnie wysoki
poziom ekspresji SOCS5, gdimfocyty Th, charakteryzuy si¢ ok. 30-krotnie wyszym
poziomem ekspresji SOCS3, przy minimalnym lub niewwalnym poziomie SOCSS5,
czynniki te okrélone zostaty specyficznymi markerami biologicznydi@ poszczegodlnych
linii limfocytéw T, odpowiednio SOCS3 dla frakcjinfi SOCS5 dla linii Th (40, 135, 154).
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Wiele jest prac dokumentgych udziat czynnika immunologicznego w patofizgilo
ZN, gtéwnie na drodze uszkodzenia nerek w proceameku makrofagow i limfocytow, a
takze zaburzonej homeostazy poszczegdéinych subpopWtaajiorek kazacych. Ponadto,
istnieja doniesienia 0 przeswmiu immunologicznym w kierunku {hu pacjentéw ze
steroido-opornym fenotypem ZN, co sugeruje zabwezaiziatlanie biatek SOCS, jako
gtébwnych regulatoréw tego procesu (27, 40, 145)udaiatem SOCS w patofizjologii IZN
silnie przemawiaj tez badania dokumentage nadmierp aktywacg s$ciezki Jak/Stat,
zarOwno u pacjentoéw z ZN (25, 102, 106), jak i wiemaecych modelach choroby (86, 87),
oraz fakt, z inhibicja $ciezki in vivo wyraznie spowalniata wioknienie nerki i uszkodzenie

kiebuszkdéw nerkowych, a tak skutkowata obraeniem biatkomoczu (86).

Biatku SOCS1 réwnie przypisuje si role regulatora w utrzymaniu wdaiwej
réwnowagi pomgdzy populagj limfocytow Thy i Th, (39). Ch@ jego rola w tym procesie nie
jest do kaca jasna, jest ono prawdopodobriezhikiem pomgdzy czynnikami SOCS3 i
SOCSS5, dziatagym gtownie poprzez charakterystyczne dla nich kiyp (154). Co wecej,
SOCS1 i SOCS3 opisane zostaty jako potencjalnenikiyryzyka i markery choréb ukitadu
krazenia u pacjentow z przewlekiniewydolngcia nerek (121). Opisano #ezaburzon
ekspresj czynnikow SOCS1, SOCS3 i SOCS5 m.in. w insulinorapsci, cukrzycy typu 1 i
2, otylaéci oraz zespole metabolicznym, przypuszczavsic, ze biatka te mog odgrywa
role w schorzeniach nerek, wywotanych nieprawidiogospodark glukozy w organizmie
(65, 82, 95, 104).

.....

wielokierunkowych interakcji z innymiciezkami sygnalizacyjnymi, m.in. zéciezka GR.
Wykazano sila interakcg pomkdzy receptorem GR a czynnikami STAT, i ¢hefekt tych
oddziatywa nie jest do kaca jasny, przypuszczagsize mog one odgrywa role w indukcji
lub/i podtrzymaniu steroido-oporém u pacjentéw z ZN (169). Co ciekawe, opisano togta
takze istotnie wyszy poziom ekspresji czynnikdbw SOCS3 i SOCS5, zamwa poziomie
MRNA jak i biatka, u pacjentéw steroido-opornychparoéwnaniu ze steroido-wiwymi,
przy braku ranic w ekspresji pozostatych elementéevezki Jak/Stat (112). Przypuszcza si
zatem, z czynniki te mog stanowt markery steroido-opornego fenotypu w ZN, zx@nego
najprawdopodobniej z zaktoceniami homeostazy paggdnych subpopulacji komorek

krazacych.
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2. Cel

Steroido-oporny idiopatyczny zespot nerczycowy gt@nobecnie najtrudniejsze w
leczeniu schorzenie dbuszkowe u dzieci. Brakzytecznych markeréw biologicznych, ktore
pozwolityby przewidzié efekt terapii steroidowej, stanaej podstawowe leczenie, jest
jednym z najwgkszych wyzwa diagnostyki klinicznej 1ZN. Nawet co gy pacjent wciz
wykazuje steroido-oporsé, co w efekcie prowadzi do aginiccia schytkowej niewydolnii
nerek. Intensywne badania ostatnich lat niezbioigatizy udziatu uktadu immunologicznego
w patofizjologii 1ZN, a w szczegolsoi dysfunkcji mechanizméw regulatorowych,
kontrolugcych sygnalizagj cytokin i progresj stanu zapalnego. Na szczegflawag:
zastuguj zwlaszcza biatka SOCS,edince inhibitoramisciezki sygnalizacyjnej Jak/Stat,
petniacej rok jednego z gtdwnych przekaikdw sygnatéw immunologicznych w komorce.
Szereg doniesfeo udziale wybranych bialek SOCS w wielu schorzemikcbuszkowych, w
tym w zespole nerczycowym, a f&kich przypuszczalnej roli w patomechanizmie stroi

oporndaci, skionity do zbadania genetycznej podstawy i@burzé w tej grupie chorych.
Celem niniejszej pracy byty:

2.1. analiza mutacji w sekwencjach trzech genéwesagrowychsciezki Jak/Stat -SOCS1
SOCS3 SOCS5w grupie dzieci ze steroido-opornym i steroid@iivvym zespotem

nerczycowym oraz w grupie kontrolnej,

2.2 analiza znanych i opisanych polimorfizmow pgjezkego nukleotydu (SNP) w genach
SOCS1S0OCS3 SOCS5v ww. grupach,

2.3. okrélenie struktury badanych genow oraznit w uktadzie genotypdéw pordzy

trzema badanymi grupami,

2.4 okrdlenie wptywu ewentualnych zmian genetycznych w bgdh genach na steroido-

oporny fenotyp zespotu nerczycowego u dzieci.
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3. Materiat i Metody

3.1. Pacjenci

Na przeprowadzenie badalo niniejszej pracy uzyskano zgo#&omisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowesko w Poznaniu (Uchwata
nrl19/11, Zajcznik 1). Badania przeprowadzone zostaty w sumig&Qiapacjentach, z czego
71 stanowita grupa pacjentow z zespotem nerczycqwsnB80 — grup pacjentébw bez
objawéw ZN, stanowicych grug kontrolm. Przed pobraniem krwi obwodowej i
przystpieniem do bada opiekunowie prawni pacjentbw z obydwu grup zostali
poinformowani zaréwno o celu badgak i o maliwych korzyéciach ptyrmcych z nich dla
pacjentow z zespotem nerczycowym. Informacja takestata przekazana opiekunom
prawnym kadego pacjenta, w formie pisemnej, umieszczonej dvdaolczeniuswiadomej
zgody na udziat w badaniu genetycznym. Kopia takiegviadczenia zostata zgizona do

niniejszej pracy (Zatznik 2).

3.1.1. Grupa badana

Grupz badam stanowito 71 pacjentéw z zespotem nerczycowym,hpdecych z
populacji polskiej, z wojewddztwa wielkopolskiedgmspitalizowanych w Klinice Kardiologii
i Nefrologii Dzieckcej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Grupa obejata 58%
chtopcéw (n=41) i 42% dziewaiz (n=30), u ktdrych rozpoznanie ZN ngsito w wieku od 3
mieskcy do 16 lat {rednia 4,1 lat). Wszyscy pacjenci z rozpoznaniem péiddani zostali
terapii steroidowej w dawce 2mg/kg mc, do dawki syakalnej 2x30mg/kg mc. Rozpoznanie
kliniczne pozwolito na wyodibnienie 2 grupa badanych. Pacjenci, ktérzy odpoxigtidna
leczenie w cigu 6-8 tygodni, zakwalifikowani zostali do grupyesiido-wraliwych, przy
czym wkkszagc pacjentdbw z tej grupy uzyskiwata remispiatkomoczu ja@ po 2-4
tygodniach. Natomiast pacjenci, ktorzy wagu 8 tygodni nie uzyskali remisji,
zakwalifikowani zostali do grupy steroido-oporne;j.

Pierwsz grupe stanowito 41 pacjentéw ze steroido-opornym fenetgpzespotu
nerczycowego (SOZN). Grupa ta obejmowata 61% cliap@=25) i 39% dziewci (n=16),
u ktérych rozpoznanie ZN nagito w wieku od 3 miesicy do 15 lat{rednia 4,1 lat). Biopsja
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wykonana zostata u 31 pacjentow, u 9 pacjentow djiapie wykonano, Zau jednego
pacjenta nie udato giocené bioptatu (oznaczenie ,nieudana biopsja”). U paden u
ktérych wykonano biopsj wykazano obecré zmian minimalnych (MCD), ogniskowego
segmentalnego szkliwienia ¢kluszkow (FSGS), btoniasto-rozplemowegabkiszkowego
zapalenia nerek (MPGN), zmian w postaci mezangigtmeliferacji (MP), stwardnienia
kiebuszkéw (GS), czy rozproszonego rozplemu (DMP) afagcné¢ cech niedojrzakei w
bioptacie nerki (N). Zastosowano znicowane leczenie, ktére obejmowato:
glikokortykosteroidy (GK), po ktérych wtzono do terapii inne leki, takie jak: leki alkdop

- cyklofosfamid (CF) i chlorambucil, mykofenolan fetylu (MMF), cyklosporyr A (CsA),
rituksimab (Rtx), leukeran, a tak zabiegi plazmaferezy (Pf). W efekcie zastosowaneg
leczenia u 22 pacjentow (53,7%) uzyskano regmisj4 pacjentow (9,7%) wygiit kolejny
rzut zespotu nerczycowego (oznaczenie ,ZN”), 1l4jgradéw (34,2%) cechowata obeaido
biatkomoczu o charakterze nie nerczycowyms ma przypadku jednego pacjenta (2,4%)
nastpit zgon. Ponadto, u 24 pacjentow (58,5%) wystvaly dodatkowe schorzenia, m.in.
cukrzyca insulinozalema (typu 1), alergie, astma oskrzelowa, niskor@stootytos¢ czy

osteoporoza. Informacje o stanie zdrowia pacjerg@rupy SOZN przedstawia Tabela 1.

Druga grup; badawcz stanowito 30 pacjentébw ze steroido-wlhaym zespotem
nerczycowym (SWZN), ktéra liczyta 53% chtopcow (631 47% dziewcat (n=14), u
ktérych ZN zostat zdiagnozowany w wieku od 18 miegido 16 lat {rednia 4,07). Podobnie
jak w grupie SOZN, leczenie obejmowato glikokortgkeroidy (GK) oraz leki dodatkowe,
takie jak: leki alkilupce - cyklofosfamid (CF), chlorambucil, cyklospogyrA CsA),
mykofenolan mofetylu (MMF), rituksimab (Rtx) i zagi plazmaferezy (Pf). Z uwagi na
dobr odpowied na zastosowane leczenie bi@psiykonano jedynie u 10 pacjentow (33,3%),
i wykazata ona obecidé6 zmian minimalnych (MCD), a u pojedynczych pacjenttakze
nefropat¢ toczniows, zmiany w typie mezangialnej proliferacji (MP),rogkowe segmentalne
szkliwienie kkbuszkéw (FSGS) oraz cechy niedojrzalow bioptacie nerki (N). W wyniku
zastosowanego leczenia u 25 pacjentow (83,3%) amgskemisj, u 2 (6,7%) wysipit
kolejny rzut zespotu nerczycowego,s2a& przypadku jednego pacjenta (3,3%) obecny byt
bialkomocz pochodzenia nie nerczycowego. Ponadtopa@jentow (23,3%) rozwito
steroido-zalenos¢ (SZZN) , z czego w wyniku zastosowanego dodatkawiegzenia u 6
nasgpita remisja, z&u 1 pacjenta obecny byt biatkomocz pochodzenianerezycowego. U

13 pacjentow (43,3%) wygtowaty schorzenia wspotistnige z zespotem nerczycowym,
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m.in. osteopenia, niskorosto czy osteoporoza. Stan kliniczny pacjentow z gr@WZN

przedstawia Tabela 2.

Ponadto, wrod wszystkich pacjentéw przeprowadzony zostat vagivimedyczny w
postaci ankiety, stworzonej na potrzeby badaniapodstawie kwestionariusza prof. dr
Friedhelma Hildebrandta. Kopia ankiety zostata@adna do niniejszej pracy (4aznik 3).
Ankieta pozwolita na uzyskanie informacji odnge stanu klinicznego pacjenta w momencie
przyjecia do szpitala, wieku pacjenta, w ktérym npstpierwszy rzut zespotu nerczycowego,
wyniku biopsji — o ile zostata ona przeprowadzomaake podgtego leczenia i odpowiedzi
na nie. W ankiecie znalaztyesréwniez pytania o schorzenia dodatkowe, wybrane jako
powiazane z zespotem nerczycowym. Dlatega tg/tania obejmowaly pacjentéw oraz
cztonkéw rodziny, w celu jak najpetniejszego ustae historii choroby i maogrych
towarzyszy jej dziedzicznych schorze genetycznych.
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L @) Ptet pacjenta | Rozpoznanie HIES Biopsja Leczenie immunosupresyjne AN ST A Schorzenia wspotistnigie
P pacjenta pacy P rozpozn. Ps] presyl kliniczny wiek P i
1. K77 K SOZN 21 N, MP GK, CF, CsA, MMF, Rtx reras 91 cukrzyca typu |, ch. Hashimoto
2. K94 M SOZN 31 MCD, N GK, CF, CsA, MMF remisja 111 osteoporoza, stan fj’ zlamaniydow L3 |
3. K100 M SOZN 21 nie wykonano GK, CF, CsA biatkomocz 151 brak
4, K103 K SOZN 3m FSGS GK, CF, CsA, MMF, Rtx biatkomocz 22 1 natak watroby
5. K115 K SOZN 2l MP GK, CF, CsA, MMF, Rtx biatkomocz 211 brodamed
6. K119 K SOZN 11 FSGS GK, CsA zgon nie dotyczy brak
7. K123 M SOZN 21 FSGS GK, CF, CsA remisja 211 brak
8. K128 M SOZN 21 nie wykonano GK, CF biatkomocz 61 astma oskmzea, alergia
9. | K132 M SOZN 3m nie wykonano GK, CsA remisja 31 schytkowa ”'e""y‘i]c::‘lff nerek, stan po Tx
10. K72 M SOZN 5m MP, GS GK, CF, CsA, MMF, Rtx biatkomocz 121 skorostaé
11. K162 M SOZN 21 MCD, N GK, CF, CsA, MMF, Rtx remisja 51 brak
12. K98 M SOZN 71 MP GK, CF, CsA, MMF biatkomocz 201 Wzw C
13. K42 M SOZN 21 FSGS GK, CsA, MMF, Rtx remisja 16| otyto niskorostac¢
14. K75 M SOZN 6l MP GK, CsA, MMF, Rtx remisja 14 1| padaczka
15. K82 K SOZN 91 MCD GK, CsA, MMF, Rtx remisja 121 brak
16. K102 M SOZN 151 MP GK, CsA, MMF, Rtx ZN 201 brak
17. K108 M SOZN 131 MP GK, CsA, MMF biatkomocz 16| tuszczyca
18. K109 K SOZN 31 DMP GK, CsA, MMF, Rtx remisja 121 tojotokowapalenie skory
19. | K126 M SOZN 111 MP GK, CsA, MMF, Rtx remisja 131 cukrzyca typu I, niedoczynsétarczycy
typu zapalenia Hashimoto.
20. | K134 M SOZN 51 MP GK, CsA, CF, MMF remisja 181 schytkowa ”'e""y‘:]‘;':‘k‘f nerek, stan po Tx
21. K84 K SOZN 151 MPGM GK, CsA, MMF, Rtx biatkomocz 201 brak
22. K139 M SOZN 21 nie wykonano GK, CF biatkomocz 4] brak
23 K142 K SOZN a1 DMP GK, CF, CsA, Chlorambucil, remisja 111 nawracajce infekcje w Sirogach
Rtx oddechowych, otykg
24. K160 M SOZN 21 MP GK, CF, CsA remisja 71 brak
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L.p Kc_)d Piet pacjenta| Rozpoznanie GBS Biopsja Leczenie immunosupresyjne Aktga_lny SIEN AktL_laIny Schorzenia wspolistnigie
" | pacjenta rozpozn. kliniczny wiek
25. | K169 M SOZN 21 MP GK, Leukeran, CSA remisja 12| | astmaoskizelowa, ASD Il z przeciekiem
P i przerostem prawego przedsionka
26. K170 K SOZN 21 MP GK, CF, CsA, Rtx biatkomocz 16 | brak
27. | K175 M SOZN 21 ”t')‘?“d"’.‘“a GK remisja 19| zespot krotkiego jelita
iopsja
28. K177 K SOZN 21 FSGS GK, CsA biatkomocz 111 brak
29. K183 K SOZN 31 nie wykonano GK, CsA, CF, Pf ZN 51 brak
30. K207 M SOZN 21 nie wykonano GK, CsA, Pf remisja 31 stenoza aort_alna, stan Po udarze
niedokrwiennym mozgu
MP z .
31 | K51 M SOZN 21 przybytkiem | G CF Chg’tf‘mbuc"' CsA, remisja 151 PChN
macierzy
MCD z
32. K217 K SOZN 121 przybytkiem GK, CsA remisja 151 brak
macierzy
33. | K202 M SOZN 51 MP GK, CsA, Rix remisja 161 nadcknienie ttn., bradykardia,
osteoporoza, Il etap PChN
3. | K214 K SOZN 21 nie wykonano GK, CsA ZN 41 ASD I (stan po op.), stan po udarze
niedokrwiennym mo6zgu, trombofilia
35. K258 K SOZN 31 FSGS GK, CsA, Pf ZN 41 brak
36. | K146 M SOZN 31 DMP, N GK, CF, CsA remisja 9l ch. Lesniowskiego-Crohna, nadwaga,
cytomegalia
37. | K193 M SOZN 21 FSGS GK, CF, CsA remisja 16 | PChN - stan po Tx nerki, ch.
Lesniowskiego-Crohna
38. K199 K SOZN 6l FSGS GK, CF, CsA, Chlorambucil, Pf biatkomocZ 911 padaczka, ugtedzenie umystowe
wodogtowie wrodzone, zesp. wad
39. K262 M SOZN 4] nie wykonano GK, CsA biatkomocz 111 wrodzonych, hipoplazja ptuca lewego,
padaczka
40. K259 K SOZN 31 MCD GK, CF, CsA, Rtx biatkomocz 51 brak
41. K265 M SOZN 21 nie wykonano GK, CF remisja 21 brak

Tab.1. Przebieg kliniczny choroby u pacjentéw aea@tio-opornym zespotem nerczycowym (SOZN) (skréty:kobieta, M - mzczyzna, GK - Glikokortykosteroidy, CF -

Cyklofosfamid, CsA - Cyklosporyna A, Pf - Plazmaea, Rtx - Rituksimab, MMF - Mykofenolan mofetyllix - transplantacja, WZW C - Wirusowe zapalenigraby

typu C, ASD - ubytek przegrody auizyprzedsionkowej, PChN - Przewlekta choroba nerek)
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L @) Ptet pacjenta | Rozpoznanie HIES Biopsja Leczenie immunosupresyjne AT S ARG Schorzenia wspotistnigie
P pacjenta pacy P rozpozn. Ps] presyl kliniczny wiek P i
SWZN MCD,
1. K43 M (SZZN) 21 rozplem GK, CF, CsA, MMF, Rtx remisja 71 brak
mezangium
2. K127 K (SSVZVZZ,\’]]) 31 MCD, N GK, CF, CsA, MMF, Rtx remisja 141 nistastas¢, osteoporoza, prochnica
3. | K130 M SWZN 16 | nefropatia GK, CF, Pf remisja 191 tocaeuktadowy
toczniowa
4. | K131 K SWZN 21 ne GK, CF remisja 61 nawracgje ZUM
wykonano
5. | K133 M SWZN 51 ne GK remisja 71 brak
wykonano
6. | K136 M SWZN 21 ne GK, CF, CsA remisja 61 brak
wykonano
7. K168 M SWZN 31 MCD/MP GK remisja 191 osteopneo
SWZN nie -
8. K161 M (SZZN) 21 wykonano GK, CF, CsA remisja 51 brak
9. K140 K SWZN’ 61 MCD GK, CF, CsA remisja 3 matka dziecka -SNIN,po Tx nerki
rodzinny ZN
SWZN .
10. K191 K (SZZN) 71 DMP GK, CF, CsA remisja 111 brak
SWZN nie -
11. K198 M (SZZN) 20 m wykonano GK, CF, CsA, Rtx remisja 71 brak
12. | K254 M SWZN 21 MP GK, CF ZN 9l krétkowzroczné, stan po ONN w
przebiegu ZN
nie - . . .
13. K256 K SWZN 51 wykonano GK remisja 61 nadreaktywrié oskrzeli o typie atopii
14. | K101 K SWZN 31 ne GK remisja 121 brak
wykonano
15. | K111 K SWZN 31 ne GK, CsA remisja 51 brak
wykonano
16. K154 K SWZN 21 MCD GK, CF remisja 101 cytonaig
17. | K156 M SWZN 61 ne GK remisja 9l brak
wykonano
18. | K179 K SWZN 31 ne GK remisja 51 brak
wykonano
19. K180 M SWZN 31 nie GK remisja 121 stan po op. przepukliny pachwmowej
wykonano prawostronnej
20. | K182 M SWZN 31 ne GK remisja 51 brak
wykonano
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L @) Ptet pacjenta | Rozpoznanie HIES Biopsja Leczenie immunosupresyjne AT S ARG Schorzenia wspotistnigie
P pacjenta pacy P rozpozn. Ps] presy) kliniczny wiek P i

21. | K186 M SWZN 31 Wyk%'ﬁano GK ZN 51 osteopenia
22. | K189 K SWZN 51 ne GK remisja 121 brak

wykonano
23. | K263 K SWZN 31 ne GK remisja 41 brak

wykonano
24. | K266 M SWZN 31 ne GK remisja 51 brak

wykonano
o5 K267 M SWZN 18 m nie GK. CsA remisja 111 ch. Recklinghausena, osteopenia,

) wykonano ! niskorost@¢, nadcénienie ttnicze

26. | K269 K SW2N 21 ne GK remisja 61 brak

wykonano

SWZN .
27. K272 M (SZZN) 4] MCD GK, CF, CsA, Rtx remisja 181 cukrzyca typu
SWZN nie .

28. K273 K (SZZN) 131 wykonano GK biatkomocz 141 brak
29. | K279 M SWZN 61 ne GK remisja 61 brak

wykonano
30. K280 K SWZN 21 FSGS GK, CF remisja 151 nisksni¢, osteoporoza, préchnica

Tab.2. Stan kliniczny pacjentow ze steroido-ivmym zespolem nerczycowym (SWZN) (skroty: SZZN tersido-zaleny ZN, GK - Glikokortykosteroidy, CF -
Cyklofosfamid, CsA - Cyklosporyna A, Pf - Plazmafea, Rtx - Rituksimab, MMF - Mykofenolan mofetyldUM - zakaenia uktadu moczowego, SNN - schytkowa

niewydolnag¢ nerek, ONN - ostra niewydols®nerek)
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Zgodnie z ustagvo ochronie danych osobowych, dane pacjentéw zogatodowane w
momencie otrzymania prébki z krayina drodze nadania im odpowiedniego numeru. Kodem

tym oznaczano naginie probki na wszystkich kolejnych etapach analiz.

3.1.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolm stanowili pacjenci populacji polskiej, z wojewoadzt wielkopolskiego,
hospitalizowani na Oddziale Otolaryngologii Dzig®j Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu. Grup stanowito 63% chtopcow (n=19) i 37% dziewcgn=11), w wieku od 4 do
18 lat gérednia 9,7). Pacjenci zostali przgj na oddziat w celu przeprowadzenia zabiegu
usunkcia migdatkéw. Wréd pacjentow grupy kontrolnej przeprowadzona zastakieta,
stanowica wersg zmodyfikowarn ankiety dla pacjentow grupy badanej. Pozwolita oaa
uzyskanie informacji odrsmie schorzé nefrologicznych oraz chorob dziedzicznych
powiazanych z zespotem nerczycowymsrad pacjentdow oraz cztonkow ich rodzin.
Opiekunowie prawni pacjentéw grupy kontrolnej roempoinformowani zostali o badaniu i
jego celu oraz podpisali formulaszviadomej zgody na udziat w badaniu. Kopia ankidty d
grupy kontrolnej zajczona zostata do niniejszej pracy @ainik 4), natomiastwiadoma
zgodna na udziat w badaniu stanowita pisgnmformacg o treici analogicznej do tej

przedstawionej pacjentom grupy badanej {Zahik 2).

3.1.3. Materiat do bada

Materiat do bada stanowita petna krew obwodowa, pobrana w trakcigrnowych
bada od pacjentow grup badanych i grupy kontrolnej, raol odpowiednio na Oddziale
Kardiologii i Nefrologii Dziecgcej i Oddziale Otolaryngologii Dziegie] Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Krew pobrana zostata dodwek typu monoweta ze zZiem
EDTA, co miato istotne znaczenie, ze walil na to, 1 alternatywne ztoa stosowane w tego
typu probéwkach, np. heparynaa s$nhibitorami reakcji PCR i unienitiwityby lub
ograniczyty w znacznym stopniu wykorzystanie wy@ehnego DNA do prowadzonych

analiz.
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3.2. Metody

Wszystkie etapy analiz laboratoryjnych przeprowadzpostaty w Katedrze i Zaktadzie

Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego Roznaniu.

3.2.1. Charakterystyka gen®0DCS1SOCS3SOCS5

Gen SOCSllezy na ramieniu krotkim chromosomu 16-ego (16p13.ERtada si z
dwéch eksondw, z ktérych eksonl stanowi elementadejacy (UTR, ang.Untranslated
Region, za kodupcy ekson2 ma diugé 630pz i podlega jest przepisywany naclach

aminokwasow w biatku.

Gen SOCS3potazony jest na ramieniu diugim chromosomu 17-ego (578)2 Sktada
si¢ z dwoch eksondéw, z ktorych eksonl stanowi elenmeekodupcy (UTR), natomiast

kodujacy ekson2, magy diuga¢ 678pz, podlega translacji.

GenSOCSHezy na ramieniu krotkim chromosomu 2-ego (2p21).zéty jest z dwoch
eksonéw, przy czym eksonl stanowi odcinek niekgnu{UTR), zd& kodupcy ekson2 o
diugcéci 1611pz jest przepisywany na biatko.

3.2.2. I1zolacja catkowitego genomowego DNA z pekrji obwodowej

W celu izolacji catkowitego genomowego DNA z petikejvi obwodowej pacjentow z
obydwu grup badanych oraz grupy kontrolnej wykotayge dosipny komercyjnie system
kolumnowy z krzemionkowym zi@m QlAamp DNA Mini Blood Kit firmy Qiagen.

Wszystkie etapy izolacji przeprowadzone zostatemperaturze pokojowe;.

Probowki z krwi, do momentu izolacji, przechowywane byly w tempaze - 80°C.
Po wygciu z zamraarki, probowki rozmraane byly w temperaturze pokojowej. Na dno
probowki typu Eppendorf, o pojeméw 1,5 ml, dodawano 20 ul Proteinazy K. Nastie
dodawano 200 pl krwi oraz 200 ul buforu lizwggo AL. Probéwk umieszczano na
mieszadle typu vortex na 15 sekund, w celu wymgszarszystkich sktadnikdéw. Naginie,
w celu lizy erytrocytow i biatek zwrzanych z DNA, probowk umieszczano na bloku
grzejnym i inkubowano w temperaturze 56°C przeariut. Zmiana koloru mieszaniny z

czerwonego na brunatno-zielokwiadczyta o prawidtowo przeprowadzonej lizie. Proké
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wirowano przez kilka sekund w wiréwce laboratoryjwe celu usungcia mieszaniny z
wieczka. Nasgpnie dodawano 200 pl czystego etanolu ¢zestiu 96-100% i mieszano
probéwle na mieszadle typu vortex przez 15 sekund. Ponowni@wvano probdwk przez
kilka sekund w celu usuggia mieszaniny z wieczka i przenoszgej zawarté¢ pipet na
kolumre do izolacji DNA, umieszczanw probowce odbieragej. Kolumrg umieszczano w
wiréwce i wirowano przy mdkosci 8000 rpm przez 1 mingt W trakcie wirowania DNA
zatrzymane zostato na zto kolumny przy odpowiednim pH, g@ozpuszczalnik przechodzit
przez zige do probowki odbieragej. Po zakfczeniu wirowania, kolumpumieszczano w
nowej probowce odbiergej, z& zwyta wyrzucano do pojemnika na odpady biologiczne w
celu ich utylizacji. Na kolumgnanoszono 500 pl buforu ptucego AW1 w celu usuecia
zanieczyszczei wirowano przy pgdkosci 8000 rpm przez 1 mingit Kolumne umieszczano

w nowej probowce odbiergje, a zuyta wyrzucano do pojemnika na odpady. Na kolgmn
nanoszono 500 pl buforu ptugego AW2 i ponownie wirowano przy qatkosci 14000 rpm
przez 3 minuty. Nagpnie kolumr umieszczano w nowej probéwce typu Eppendorf o
pojemndci 1,5 ml i dodawano na zte 200 pl buforu elucyjnego AE. Kolumimkubowano

w temperaturze pokojowej przez 5 minut w celu ziypiggH zlaza krzemionkowego i
umazliwienia wymycia zwazanego z nim DNA. Po uptywie 5 minut kolugnwirowano przy
predkosci 8000 rpm przez 1 mingt Kolumrg wyrzucano do pojemnika na odpadys za
otrzymana w ten sposob zawaitqrobowki Eppendorf stanowita materiat Wgipwy do
dalszych analiz i nie wymagata dodatkowego oczyamziez Izolaty DNA przechowywano w

temperaturze -20°C.

Skfad buforow aytych do izolacji zastrzeny jest przez producenta patentem. Wykaz

odczynnikéw aytych do izolacji DNA przedstawia Tabela 3.

Odczynnik Producent Nr kat. produktu
Zestaw do izolacji DNAagnomowego (QlAamp DNA Blood Qiagen 51106
ini Kit)
Proteinaza K (Protease Solvent) 1045099
Bufor lizujacy (Lysis buffer) 1014604
Bufor ptucacy AW1 (Wash buffer AW1) 1014795
Bufor ptucacy AW2 (Wash buffer AW2) 1014577
Bufor elucyjny AE (Elution buffer AE) 1014591
Alkohol etylowy, bezwodny, 99,8% POCH 396480111

Tab.3. Odczynniki wykorzystane do izolacji catkoegb genomowego DNA
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3.2.3. Pomiar gtenia i czystéci DNA

Po wyizolowaniu catkowite genomowe DNA poddane alostanalizie ilgciowej i
jakosciowej na drodze pomiaru spektrofotometrycznego. kd¥gystano w tym celu
urzadzenie Nano-Drop ND-1000 firmy NanoDrop ThermoStfemn llo$¢ mierzonego DNA
wyrazona zostata w jednostce ng/ul,sZego czysté¢ wyrazata se¢ w stosunku warkei
absorbancji mierzonej przy diugm fali 260 nm do diugei fali 280 nm. Stosunek ten
powinien migci¢ sig w granicach 1,8-2,0. Walda wykraczajce poza wskazane ramy

swiadcz 0 zanieczyszczeniu izolatu biatkami lub solami.

W celu pomiaru stenia i czystéci DNA, po uruchomieniu ugdzenia i
oprogramowania komputerowego, na punkt pomiarowmyoszono 1 pl wody wolnej od
nukleaz firmy Ambion w celu kalibracji usdzenia. Nasjpnie, po przetarciu miejsca
pomiarowego lignia, w celu wykonaniaslepej, zerowej proby i ustalenia wiel@ tta
pomiaru, na punkt pomiarowy nanoszono 1 pl rozmadnika, w ktérym zawieszono izolat
DNA. W tym wypadku byt to bufor elucyjny AE. Po paareze slepej proby i przetarciu
punktu pomiarowego ligng nanoszono kolejno po 1 ul izolatu DNA po czymzdgwano
wielkos¢ jego stzenia oraz stosunek absorbancji przy dkegdali 260 nm / 280 nm,

wyrazajacego czyst&¢ mierzonej probki.

3.2.4. Lacuchowa reakcja polimerazy — PCR (aRglymerase Chain Reactipn

W celu amplifikacji odcinkéw kodagych zastosowano techgikkancuchowej reakciji
polimerazy (reakegj PCR). Odcinki kodujce (eksony) wybranych do analizy genéw —
SOCS1 SOCS3i SOCS5 okrelone zostaty na podstawie informacji dgstej w bazie

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

W skiad mieszaniny reakcyjnej wchodzity: woda wobthnukleaz firmy Ambion, 10x
bufor reakcyjny z dodatkiem Mgg&l5x bufor GC, 0,24 mM mieszanina trifosforanow
deoksynukleotydoéw (dNTP), 0,6 jednostki (5U/ul) ipwrazy FastStart Taq oraz startery
specyficzne w postaci 0,5 uM mieszaniny starterowolydwu orientacjach (Forward i
Reverse) — po 0,5 uM kdego ze starterow na galobjgtos¢ mieszaniny. Wykaz
odczynnikéw uytych do przeprowadzenia reakcji PCR zawiera Tabglaz& ilosci
poszczegolnych skiadnikbw mieszaniny reakcyjnej meficzeniu na pojedyngzproblke

przedstawia Tabela 5.
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Odczynnik Producent Nr kat. produktu
Woda (Nuclease-Free Water, not DEPC-treated) Ambion AM 9930
Bufor + Mg (PCR buffer 10x, with MgGg| Roche 11441400
Bufor GC (GC-Rich Solution 5x) Roche 10939000
dNTP (PCR Grade Nucleotide Mix, 10mM) Roche 1318490
Polimeraza (Fast Start Taqg DNA Polymerase, 1000 U Roche 13539700
Starter Oligo, IBB PAN, Zamoéwienie
y Warszawa indywidualne

Tab.4. Odczynniki wykorzystane do reakcji PCR

Odczynnik ilos¢/1 proke
Woda 5,53 pl
Bufor + Mg Cb 10x 1,25 pl
Bufor GC 5x 2,5 ul
dNTP Mix 5mM 0,6 ul
Startery (Mix F+R) 12,5uM 0,5 ul
Polimeraza FastStart Taq 0,12 ul
Genomowy DNA 2 ul
Catkowita obgtos¢ reakcji PCR 12,5 pl

Tab.5. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR

Startery do reakcji PCR zaprojektowane zostaly pezayciu komercyjnego programu
Primer3 v. 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/), a zaménie zrealizowano w firmie IBB PAN w
Warszawie, poprzez ogolnodggsita strore http://oligo.pl/. Startery dostarczono w postaci
liofilizowanej. Ze wzgtdu na wielké¢ eksonow analizowanych genoB@CS1- 630 pz,
SOCS3- 678 pz,SOCS5- 1611 pz), zostaly one podzielone odpowiednidn@la genu
SOCS), 3 (dla genuSOCS3 i 6 (dla genuSOCS) odcinkéw, zachodych na siebie
fragmentami o diug@i pomidzy 100 i 150pz, amplifikowanych w oddzielnych rejakh
PCR. Posipowanie to miato na celu optymalizaajtugaici odcinkbw matryc poddawanych
w kolejnych etapach reakcji sekwencjonowana, wzrakei od dtugdci kapilar sekwenatora
(36 cm). W Tabeli 6 znajdajsic sekwencje wraz z temperaturami topnienia diadkgo ze

starterow oraz diugai fragmentow poddanych amplifikacji.
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Gen | Nazwa startera Sekwencja startera T topnienia fDiugmc
ragmentu
SOCSla_F 5 GACTTGGTGCTCCGTGCT 3 61.11°C -
429 pz
SOCSla_R 5" AGGGGCCCCCAGTAGAAT 3’ 61.11°C
SOCS1b_F 5 ACTTCCGCACATTCCGTTC 3 61.06°C
SOCs1 308 pz
SOCS1b_R 5" CGCCACGTAGTGCTCCAG 3 61.63°C
SOCSl1c_F 5 GCCCTTAGCGTGAAGATGG 3 60.75°C 373
pz
SOCS1c R 5 CACATGGTTCCAGGCAAGTA 3 59.57°C
SOCS3a_F 5 AGGGTTCCGGGCACTCAA 3 63.98°C
410 pz
SOCS3a_R 5 CAGGTTCTTGGTCCCAGACT 3 59.15°C
SOCS3b_F 5 TTCTACTGGAGCGCAGTGAC 3 59.19°C
SOCS3 398 pz
SOCS3b_R 5 AACACCAGGGGGATCTTCTC 3 60.31°C
SOCS3c_F 5" GCCACCTACTGAACCCTCCT 3 60.51°C
360 pz
SOCS3c_R 5 TCTCCTGGTTGGCTTCTTGT 3 59.84°C
SOCSb5a_F 5" CTGAAATTCTGGACGGGAAG 3 59.66°C
441 pz
SOCS5a_R 5 TCGTGCAAGTCTTGTTCCTG 3 60.02°C
SOCS5b_F 5 AACTGGGATTAAGCCCTTCG 3’ 60.44°C
407 pz
SOCS5b_R 5 GAGAGGCTTTGACTGCTTGC 3 60.29°C
SOCS5¢c_F 5 TGGACAGTGTTTCCAGCAGA 3 60.44°C
353 pz
SOCS5¢c_R 5 ATTGGGAGGGGGATCAAC 3’ 59.52°C
SOCS5
SOCS5d_F 5 CTGTGAGCCCACATTCAACA 3 60.72°C
397 pz
SOCS5d_R 5" GGCACGAGGCAGTGTATGTA 3’ 59.75°C
SOCS5e_F 5" GGCAGAAGCAGCGTCAGATA 3 61.63°C
354 pz
SOCS5e_R 5 GTCCCGTTACAGTGGAGGAG 3 59.57°C
SOCS5f_F 5" CGCCGCTACAACAGATCC 3 60.38°C
439 pz
SOCS5f R 5" ACACTGCTACGTGTGCTTGC 3’ 60.13°C

Tab.6. Wykaz sekwencji starterow, temperatur iclpnienia oraz dilugmi amplifikowanego

fragmentu
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Do kazdej probki dodawano odpowiednie matryce DNA dlarmetazy. Stanowity one
izolaty DNA, otrzymane z petnej krwi obwodowej pajéw z ZN i pacjentdw grupy
kontrolnej. Do reakcji zywano matryc w iléci 20 -150 ng na 1 prokk

W przypadku kadej reakcji PCR, oprécz prébek badanych, wykonywdakre
negatywn probe kontrolma, zawieragca wodk zamiast matrycy DNA | stanowda

potwierdzenie czystai wykorzystywanych odczynnikow.

Wszystkie reakcje PCR wykonane zostaly w oparcitaki sam sktad il€ciowy
mieszaniny reakcyjnej, #@iacej st jedynie zawartécia mieszaniny odpowiednich par
starterow dla amplifikowanych odcinkéw. Reakcje P@Reprowadzone zostaly przyyeiu
termocyklera RealPlex Mastercycler epgradientS irBppendorf, przy zastosowaniu
programow amplifikacyjnych, émiacych s¢ temperatug topnienia danej pary starterow oraz

diugcicia etapu namrnania (amplifikacji) produktu. Dane dotyg® poszczegdlnych etapow

reakcji PCR dla wykorzystanych starteréw znajdiig w Tabeli 7.

Fragment Etap reakcji PCR (Temp./czas)

genu d\é\rlwzt?l?rr.]a?:ja Denaturacja| Annealing Elongacja L(i:;zkﬁa Amplifikacja
SOCSla 94°C/4 min| 95°C/30sek 60°C/60 sek 72°G#80[s 35 72°C/7 min
SOCS1b 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 61°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCSl1c 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 60°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCS3a 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 63°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCS3b 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 63°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCS3c 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 60°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCSba 94°C/4 min 95°C/30 sek| 60°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCS5b 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 60°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCS5c¢ 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 57°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCS5d 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 60°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCS5e 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 61°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min
SOCS5f 94°C/4 min| 95°C/30 sek| 60°C/60 sek| 72°C/60sek 35 72°C/7 min

Tab.7. Etapy reakcji PCR dlaidego z namnanych fragmentéw 3 badanych genéw
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3.2.5. Rozdziat elektroforetyczny produktow real®fiR wzelu agarozowym

Po zakaczeniu reakcji PCR produkty byty rozdzielane w 1,%8tu agarozowym w
celu uwidocznienia z&gia reakcji oraz zweryfikowania jakciowego i ilgciowego
produktu. W tym celu, w kolbie szklanej, rozpuszezaagaroz w buforze 1x TBE i
ogrzewano do wrzenia i catkowitego rozpuszczenkuehence mikrofalowej przez 3 minuty.
Nastpnie, po schiodzeniu zawaéto kolby pod zimnym strumieniem wody do okoto 50°C,
do roztworu dodawano 1,5 pl bromku etydyny (EtBrelu uwidocznienia rozdzielanych w
zelu produktow wswietle UV. Zawarté¢ kolby wylewano do uprzednio przygotowanej
podstawki, pozwalagej na uformowanigelu. Po jego zastygetiu (okoto 20 — 30 minut),
podstawk z zelem umieszczano w aparacie do elektroforezy M@me-firmy Takara. Jako
bufor elektrodowy wykorzystywano bufor 1x TBE. Wcevtasciwego osadzenia produktow
reakcji PCR w dotkaclzelu, przygotowano mieszarirz dodatkiem buforu obgiajacego.

Skfad mieszaniny nanoszonejze przedstawia Tabela 8.

Odczynnik llos¢/1 préke
Mieszanina dla préby badanej
Woda 8 ul

6x Bufor obcizajacy 2 ul
Produkt reakcji PCR 2 ul
Catkowita obgtosé¢ 12 pl

Mieszanina dla markera wielkc

Woda 9,5 pul

6x Bufor obcizajacy 2 ul
Marker wielkaci 1kb 0,5 ul
Catkowita obgtosé¢ 12 pl

Tab.8. Sktad mieszanin dla produktu reakcji PCRIa oharkera wielkéci, nakladanych nael

agarozowy

W trakcie rozdzialu csteczki bromku etydyny interkalowaly pogdey zasady w
podwojnej helisie DNA, co unitiwiato pozniejsze zlokalizowanie produktow reakcji PCR w
zelu. Aby okrgli¢ ich dilugaci, zastosowano wzorzecegaru casteczkowego DNA -
marker wielkéci, DNA Ladder 1kb firmy Fermentas. Po zékmeniu rozdziatu
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elektroforetycznegael umieszczano w ugdzeniu GelDoc-It Imaging System firmy UVP i
poddawanoswieceniu lampy UV, ktéra unitiwiata uwidocznienie migruajcych w zelu
czasteczek DNA. Do obserwacji wyniku rozdziatu elekbretycznego wykorzystano
program Launch VisionWorksLS. #ki DNA znajdowaly s¢ na r&nych wysokéciach
sciezek migracyjnych, w zalaosci od ich cezaru casteczkowego, ktérego miarbyta
wielkos¢ produktu PCR dla poszczegdélnych odcinkéw badarmgamdw. Wzorzec stanowit
zastosowany marker wielko. Rozdziat elektroforetyczny pozwolit tad na oce@ jakosci
zamplifikowanych produktow — dodatkoweapki w obrebie sciezki, powyzej lub poniej
wiasciwego produktuswiadczytyby o zanieczyszczeniu ktorégoe sktadnikow mieszaniny
reakcyjnej, z& smer wokét pizka bytby oznak bardzo ziej jakéci lub degradacji matrycy
DNA, uzytej do reakcji PCR. Brak ptka dla kontrolnej proby negatywnéyiadczyt o
czystaci uzytych odczynnikéw. Odczynniki ayte do przygotowania i przeprowadzenia

rozdziatu elektroforetycznego przedstawia Tabela 9.

Odczynnik Producent | Nr kat. produktu
Agaroza (Agarose) Lab Empire AGA001.500
Bromek Etydyny (Ethidium Bromide, solution 10mg/ml) Sigma E1510
Marker ckzaru cas;%cazeliog\’/gguogg(jl()ane Ruler 1kb DNA Fermentas SMO311
Bufor obchzajacy (6x Loading Dye) Fermentas R0611
Bufor TBE
Tris (Trizma Base) Sigma T-6066
Kwas borowy (Boric acid) Sigma B7901
EDTA 0,5M, pH=8,0 Sigma E0399
Tab.9. Odczynniki wykorzystane do przygotowanizelu agarozowego i do rozdziatu

elektroforetycznego

3.2.6. Oczyszczanie produktow reakcji PCR

W celu zastosowania produktow namoaoych podczas reakcji PCR do
sekwencjonowania, ostateczny produkt PCR, po weagji na zelu agarozowym, zostat
oczyszczony z pozostaim mieszaniny reakcyjnej w postaci wolnych, niewsggstanych
dNTP-O6w oraz starteréw. Do oczyszczenigta ptytki 96-dotkowe MultiScreen Filter Plates

firmy Millipore. Po wykorzystaniu 2 pul z catkowitepbjetosci produktu reakcji PCR do
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rozdziatu elektroforetycznego, oczyszczeniu poddemaozostate 10,5 pl. W tym celu, do
kazdej probki dodawano po 200 pl wody wolnej od nukldamy Ambion i mieszano
zawartd¢ poprzez kilkukrotne pipetowanie. Ngshie pipei przenoszono catzawartdé
(210,5 pl) do dotkow na piytce zaopatrzonej w meanfyr przepuszczalndla czsteczek
DNA mniejszych ni 100pz, z& pozwalajca na zatrzymanie wiaiwego produktu reakcji
PCR. Plytk umieszczano w wirbwce na kawatku ligniny i wirowaprzy pedkosci 800 g
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po aakeniu wirowania wilgots ligning z
osadzonymi na niej wad zanieczyszczeniami wyrzucano, a dadego dotka dodawano po
20 ul wody wolnej od nukleaz. Poprzez kilkakrotmgepowanie przeptukiwano powierzckni
membrany w kadym dotku w celu rozpuszczenia w wodzie jak nakskej frakcji produktu
PCR osadzonego na membranie. Odzyskany produktsmoziégno w nowych probdéwkach

typu Eppendorf o pojemsoi 0,2 ml lub na ptytce 96-dotkowe.

3.2.7. Pomiar gtenia i czystéci oraz rozciaéczenie produktéw reakcji PCR

Po zakdéczeniu procedury oczyszczania ponownie mierzongeste i czystéé
produktu PCR przy ayciu urzadzenia NanoDrop. Sposéb pomiaru byt analogiczny do
pomiaru stzenia i czystéci catkowitego genomowego DNA izolowanego z krwinalglowej
pacjentow. Dokonywano rowriepomiaru kontroli negatywnej, niezawietegj produktu
DNA, ale zawierajcej niewykorzystane startery i dANTP-y. Z tego powed/nik pomiaru dla
préby negatywnej zawsze wskazywat pewwartgi¢ dodatna, ktéra odejmowano od
wynikéw pomiaru préb badanych. Otrzymywano w teossib widciwe stzenie produktu

reakcji PCR, pozbawione tta.

Produkt reakcji PCR stanowit materiat dgijowy do kolejnego etapu analiz, ktorym
byla reakcja sekwencjonowania. Poniewatasciwy przebieg tej reakcji zatg od ilosci
uzytej matrycy DNA, kolejnym krokiem po oczyszczemitoduktu PCR i pomiarze¢genia,
bylo jego rozciéczenie. Ostateczne ¢genie matrycy DNA byto réne dla kadego z
odcinkéw analizowanych gendéw, w zadesci od dlugadci fragmentéw poddanych
sekwencjonowaniu. Wartoi stezen docelowych dla poszczegdélnych odcinkéw umieszczono
w Tabeli 10.
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Fragment genu szigifwrgggg% xg nri:akcji
SOCSla 8 ng/ul
SOCS1b 6 ng/ul
SOCSlc 7 ng/ul
SOCS3a 8 ng/ul
SOCS3b 8 ng/ul
SOCS3c 7 ng/ul
SOCS5a 8 ng/ul
SOCS5b 8 ng/ul
SOCS5¢c 7 ng/ul
SOCS5d 8 ng/ul
SOCS5e 7 ng/ul
SOCS5f 8 ng/pl

Tab.10. Wartéci stzen docelowych matryc DNA dla poszczegdlinych odcinkamalizowanych

genow

3.2.8. Sekwencjonowanie produktow reakcji PCR

W celu identyfikacji mutacji i polimorfizmow pojedgzego nukleotydu w sekwencjach
kodujacych badanych genéw zastosowano techrikkwencjonowania DNA, stanoai
modyfikacg klasycznej reakcji PCR. Do reakcji sekwencjonowaniyto tych samych
starterow oligonukleotydowych, ktore weszly w skladeszaniny pierwszej reakcji PCR,
jednak do reakcji sekwencjonowaniayto tylko jednego z pary starterow — w orientacji
Forward lub Reverse. Ze wzdu na to, 2 dlugas¢ poszczegdlnych odcinkéw badanych
gendéw nie przekraczata 600pz, itiwe bylo przeprowadzenie reakcji tylko w jednym
kierunku, w tym przypadku wybrano orientady’ >3’ (starter Forward). Oprocz startera i
matrycy DNA o odpowiednim ateniu, w sktad mieszaniny reakcyjnej weszta rowni@eda
wolna od nukleaz firmy Ambion oraz BigDye Reactidix, zawierajcy polimeraz, wolne
trifosforany deoksynukleotydow (dNTP) oraz zmodgfikane trifosforany
dideoksynukleotydéw (ddNTP). Riia sic one od podstawowych dNTP-Ow tyme w
pozycji 3’ wegla dezoksyrybozy zamiast grupy hydroksylowej (Qudyiadag atom wodoru
(H), co uniemaliwia dotaczanie kolejnych dNTP-6w w trakcie reakcji, a tyamym kaczy
dalsze wydtaanie taicucha DNA. Podobnie jak w przypadku dNTP-6w, wyra st 4
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rodzaje ddNTP-O0w w zateosci od zasady azotowej: ddATP, ddCTP, ddGTP i ddTTP.
Ponadto, $ one wyznakowane fluorescencyjnie, przy czymdeaz casteczek wyznakowana
jest innym fluorochromem. D&ki temu, ze kazdy barwnik posiada inne widmo absorpcji i
emisji swiatta, maliwa jest detekcja odmiennych sygnatéw w przypaddaade) z zasad
azotowych, co z kolei unibwia odczytanie sekwencji badanego DNA.savolnych dNTP-
ow oraz wyznakowanych ddNTP-6w w mieszaninie ginga losowe ich wbudowywanie do
powstajcego tacucha w sposéb geneqay odcinki r@&nej diugdsci, przy czym kady
zakaczony jest wyznakowanczasteczly. Po zakaczeniu reakcji, w mieszaninie znajduj
si¢ wiec odcinki w zakresie wielkei od dtugdci startera + 1 do maksymalnej liczby par
zasad w sekwencji. Wykaz odczynnikbw wykorzystanyith reakcji sekwencjonowania
znajduje st w Tabeli 11, natomiast sktad mieszaniny reakcypmegdstawia Tabela 12.

Odczynnik Producent Nr kat. produktu
Woda (Nuclease-Free Water, not DEPC-treated) Ambion AM9930
Bufor (BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer) ngsgfgms 4336697
. . . : Applied
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Biosystems 4337455
. . : . Applied
BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix Biosystems 4336911
. Oligo, IBB Zamowienie
Starter specyficzny (Forward) PAN, Warszawd  indywidualne

Tab.11. Odczynniki zyte do reakcji sekwencjonowania

Odczynnik ilos¢/1 prokg

Woda 6,8 ul
Bufor (BigDye Terminator 5x 1 ul
Sequencing Buffer) H

BigDye Terminator v3.1 Ready Reactiagn 0.2 ul
Mix <

Starter specyficzny 1l

Oczyszczony produkt reakcji PCR 1l
Catkowita obgtos¢ reakcji PCR 10 pl

Tab.12. Sktad mieszaniny do reakcji sekwencjonoavani
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Reakcja sekwencjonowania prowadzona byta na pB@éedotkowej MicroAmp Optical
Reaction Plate firmy Applied Biosystems z wykoraysem termocyklera Verti 96 Well
Thermal Cycler firmy Applied Biosystems. Dla ws#gsh odcinkéw zastosowano jednolity
program amplifikacji, daki obnizeniu temperatury annealingu do 52°C niezaie od
temperatury topnieniazywanego startera. Wykaz temperatur i czasu trwposzczegolnych

etapow reakcji sekwencjonowania zamieszczono wllraBe

— r'eakcp . Wstqpna' Denaturacja| Annealing Elongacja L'CZb.a
sekwencjonowania| denaturacja cykKli

Temp./czas 96°C/1 min 96°C/10 sek 52°C/5 sgk 60nEM 25
Tab.13. Parametry programu reakcji sekwencjonowania

3.2.9. Oczyszczanie produktow reakcji sekwencjonmoava

Etap oczyszczania produktow reakcji sekwencjonowgest istotny ze wzgtlu na
oczyszczenie produktow reakcji nie tylko z niewylmtanych starterow ale ez
niezwigzanych wyznakowanych fluorescencyjnie trifosforandeoksynukleotydéw, ktére
w dalszych etapach analiz mpgtanowé tto odczytu i zosta mylnie zidentyfikowane jako

niewtasciwe nukleotydy w sekwencji badanego DNA.

W tym celu ptytk z produktami reakcji sekwencjonowania, zaraz pkoiezeniu
reakcji i wyjciu z termocyklera, wirowano przez kilka sekund alsura¢ mieszanin z
wieczka folii przykrywagcej piytke. Umieszczano aj w temperaturze pokojowej i po
odklejeniu folii na dno kadego dotka starannie dodawano 2,5 pl 125 mM EDTastjgnie
dodawano do dotkéw po 30 pl 99,8% etanolu o tempera pokojowej, a catzawartdé
studzienek mieszano poprzez 4-krotne pipetowanigtkd® ponownie zaklejono fali
samoprzyleps i inkubowano pod przykryciem folii aluminiowej @z 15 minut w
temperaturze pokojowej. Ochrona produktow reakekwsencjonowania przed nadmiernym
dziataniem swiatla jest istotna ze wzglu na maliwe szybsze w§wiecenie st
fluorochroméw zwazanych z aytymi ddNTP-ami. Po uptywie 15 minut phgkumieszczano
w wirowce i wirowano przy mdkosci 1450 rpm przez 30 minut w temperaturze 4°C. Po
uptywie 30 minut i po osadzeniugsivytraconych produktow, z ptytki odklejano felii
pozbywano & mieszaniny poprzez odwrocenie plytki i kilkukrotisérzsniccie jej nad

zlewem. Do osadu dodawano po 30 ul 70% etanolumpeeaturze pokojowej, po czym

57



ponownie zaklejano ptytk folia. Wirowano przy pgdkosci 1350 rpm przez 15 minut w
temperaturze 4°C, a ngphie pozbywano gimieszaniny poprzez odwrdcenie i girsccie
ptytki nad zlewem. W celu pelnego usgria resztek etanolu z brzegow studzienek, gytk
umieszczono w wiréwce w pozycji odwroéconej, nailige, a nasfpnie wirowano przez kilka
sekund. Do osuszonych osadéw dodawano po 20 ul fadPdamidu i denaturowano
produkty w temperaturze 96°C przez 3 minuty w aedyskania pojedynczych nici DNA. Po
uptywie tego czasu natychmiast umieszczano piytla bloku chiodzcym, w celu
zatrzymania procesu denaturacji. Po catkowitym catzeniu, ptytk wirowano przez kilka
sekund w celu usuggia kropel zawartai dotkdw z ichscianek i folii. Tak przygotowany
produkt reakcji sekwencjonowania stanowit materayjsciowy do etapu rozdziatu
elektroforetycznego. Wykaz odczynnikOwzytych do oczyszczania produktu reakcji

sekwencjonowania przedstawia Tabela 14.

Odczynnik Producent Nr kat. produktu

Alkohol etylowy, bezwodny, 99,8% POCH 396480111
EDTA Sigma E0399
Formamid (Hi-Di Formamide) B@Eggﬁ;ﬂms 4311320

Tab.14. Odczynniki wykorzystane do oczyszczaniapktdw reakcji sekwencjonowania

3.2.10. Elektroforeza kapilarna produktow reakefwencjonowania

Oczyszczone produkty reakcji sekwencjonowania vejkgin etapie poddawane byty
odczytowi sekwencji. Wykorzystano w tym celu sekaten ABI Prism 3130 firmy Applied
Biosystems. Umdiwit on przeprowadzenie rozdziatu produktéw realsgkwencjonowania
na drodze elektroforezy kapilarnej, ¢dacej modyfikacy klasycznego rozdziatu
elektroforetycznego wzelu agarozowym. W tym przypadku rozdziat prowadzdoy w
kapilarach o dlugai 36cm, w zelu poliakrylamidowym. Po umieszczeniu piytki z
oczyszczonymi produktami reakcji sekwencjonowania sekwenatorze dobierano
odpowiednie parametry rozdziatu, uwadhiajpce metog oczyszczania oraz typzytych
odczynnikéw. Podczas rozdziatu fragmenty DNA, pdajce znaczniki fluorescencyjne,
migrowaty wzelu z szybkécia zalezna od ich diugéci. Pod wptywem wzbudzeniaviattem
lasera barwniki fluorescencyjne generowatyrn® sygnaty, odczytywane przez agizenie |
przetwarzane na obraz charakterystycznych pikow ekaanie komputera. Wykaz

odczynnikéw wykorzystanych do elektroforezy kapikgrprzedstawia Tabela 15.
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Odczynnik Producent Nr kat. produktu
Polimer (POP-7 Polymer for 3130) ngggfedms 4363785
Bufor EDTA (Buffer 10x with EDTA) B@Eggf:ms 402824

Tab.15. Odczynniki wykorzystane do elektroforezpilanej

3.2.11. Analiza bioinformatyczna

Po zakdczeniu rozdziatu elektroforetycznego otrzymano ipléawierajce odczyty
sekwencji analizowanego DNA. Do odczytu elektrofpeanow wykorzystano program
SequencingAnalysis v. 5.2 firmy Applied BiosysterRsogram umgiwit odczyt sekwencji
zarowno w formie tekstowej, jak i w formie pikow elektroforegramie w celu sprawdzenia
jakosci otrzymanych odczytéw. Rysunek 1 przedstawia lgemjowy odczyt sekwencji w
formie tekstowej, zaRysunek 2 — przyktadowy odczyt w formie pikow. &ekcja w formie
tekstowej podzielona byta na bloki ligze po 10 nukleotyddw, przy czym przyzklgm z nich
widniat stupek odpowiedniego koloru, informay o jakaci odczytu. Kolor niebieski
oznaczat odczyt bardzo dobrej jdkp kolor z6tty — sredni jakasé, za kolor czerwony
swiadczyt o odczycie stabej jaka. Kolory zo6tty i czerwony wynikaty ze stabego sygnatu
fluorescencyjnego lub byly obrazem nakladaniavgiccej niz jednego sygnatu w danym
miejscu w sekwencji, co jest charakterystyczne diktadéw heterozygotycznych.
Przyktadowy elektroforegram z uktadem heterozygoyen pikéw przedstawia Rysunek 3.
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Rys.3. Przyktadowy elektroforegram z uktadem hetggotycznym pikow

3.2.11.1 Analiza mutacji

Analiza otrzymanych sekwencji posgida do poszukiwania mutacji oraz
genotypowania znanych i opisanych polimorfizméweggnczego nukleotydu (SNP), a zak
nowych punktowych zmian w sekwencji DNA. W tym cehnalizie poddano cate
zamplifikowane odcinki badanych genow. W giie analizowanych fragmentéw sekwencji
byly wiec zaréwno cate odcinki kodige badanych genow — eksony, jak i fragmenty
odcinkdéw niekodujcych, tj. nieprzepisywanych na biatko, w tym przgka byly to
fragmenty 5'UTR i 3'UTR. Wynikato to ze sposobu, jaki zaprojektowano startery do
reakcji PCR, tzn. tak, aby obejmowaly caly regiamdliacy oraz czsci flankujacych go
regionow regulatorowych genu.

Analiza sekwencji odcinkédw badanych genow w kiewnklentyfikacji mutacji
zachodzita na drodze poréwnania sekwencji otrzymane sekwengj referencyja,
pochodaca z ogodlnodosipne] bazy danych NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gpv/
Poréwnania dokonywano z wykorzystaniem ogolnogostgo nargdzia na stronie FASTA
(http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/fastavwucgi?rm=compare). W przypadku
znalezienia zmiany w sekwencji badanej, identyfisaw miejsce jej wyspienia i nadawano
odpowiednie oznaczenie, wedtug prtggo wzoru
(http://www.medicine.mcgill.ca/nephros/name_ruléslh
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3.2.11.2. Analiza polimorfizmow

Analiza badanych sekwencji podt&m genotypowania polimorfizméw zachodzita w
sposOb analogiczny do poszukiwania i analizy mutdoformacje odnénie znanych i
opisanych polimorfizméw SNP pochodzity z ogolnodpstych baz danych: SNPper
(http://snpper.chip.oryg/ i dbSNP NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Alizie
poddawano cate sekwencje otrzymane na drodze amaizzczegllnym uwzglnieniem
miejsc polimorficznych. W celu zestawienia genotypdwszystkich analizowanych
polimorfizméw SNP w olgbie badanych grup, w programie Microsoft Office Eixc
utworzono tabele, zawiergje dane dotyexe pary alleli w miejscach polimorficznych w
genach SOCS]1 SOCS3i SOCS5 w trzech badanych grupach. Tabele zawieraly dane

genotypowania zaréwno polimorfizméw heterozygotyein jak i homozygotycznych.

Otrzymane genotypy pozwolity na obliczenieesimici wystepowania genotypéw oraz
alleli w poszczegoélnych grupach (SOZN, SWZN, grukantrolna). Dla wszystkich
polimorfizméw okrélono zgodné¢ z rozkiadem Hardy-Weinberga (HWE, anigardy-
Weinberg Equilibriuqp Kolejnym etapem analizy statystycznej bylo spiagnie, czy
réznice w czstasci wyskpowania okrélonych alleli i genotypéw obserwowane peary
trzema badanymi grupami gwiazane z grug Postiono s¢ w tym celu testem doktadnym
Fishera, ze wzgtu na male liczebrioi niektorych alleli i genotypéw w poszczegolnych
grupach. Ponadto, wyliczono wadéalorazu szans (OR, an@dds Rati®, ktéry wskazywat
na wielokrotné¢, z jaky dany allel czy genotyp wygiowat w danej grupie w poréwnaniu z
inna. Wartaé¢ OR w przyblzeniu rédwna 1 oznaczata wypbwanie alleli niezwazane z
grup. Wartg¢ OR znacznie wksza od 1 wskazywataz iten wariant polimorfizmu
zwiazany jest z podwisszonym ryzykiem fenotypu choroby dla pacjentow mpgr z&
wartas¢ OR znacznie mniejsza odstviadczyta o wariancie ochronnym wzdem fenotypu
grupy. Zastosowano 95% przedziat ufcio95% CI, angConfidence Interval Wartagci OR
dla alleli i genotypéw zostaty okilene i poréwnane poregilzy kazda z trzech grup oddzielnie
oraz dla grupy pacjentow diych wspdlnie (pacjenci SOZN i SWZN) wzdem grupy
kontrolnej.
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3.2.11.3. Okréenie struktury genow

W celu identyfikacji i wyznaczenia sity spen pomidzy okrélonymi
polimorfizmami SNP w kadym z badanych gendéw okteno struktug genow z uayciem
programu Haploview (http://www.broad.mit.edu/mpglwview/). Program wykorzystuje 3
rézne algorytmy: algorytm Gabriel et al., Regu4 gamet Four gamete rulge i Rdzex
niezrownowaenia sprzzen (Solid spine of Linkage Disequilibrignil8). W niniejszej pracy
postwzono s¢ algorytmem Gabriel et al., ponieiwgest on najbardziej wymagay |
wiarygodny dla analizowanych polimorfizmow SNP, garpc najmniej wynikow fatszywie
pozytywnych. Wzajemne relacje pagky polimorfizmami wyraone § w postaci kilku
matematycznych warfoi, przy czym w pracy wykorzystano waitoR?, ktérej miag jest
niezréwnowaenie sprzzen (LD). Wartas¢ ta informuje o tym, w jakim stopniu kde dwa
SNP-y g ze soh powiazane i czy wspolnie segregujW celu wizualizacji otrzymanych
wynikéw wartgci R? przedstawiono w postaci skali sz&ip gdzie kolor biaty oznaczat brak
powiazah pomkdzy danymi dwoma SNP-ami, &akolor czarny swiadczyt o silnej
kosegregacji danej pary polimorfizméw. Kolorom ®ano ponadto wartoi liczbowe,
odpowiadajce procentowi oséb w danej grupie, u ktérych éloree dwa polimorfizmy

kosegregy wspolnie. Szacuje iiz wartc¢ ta powinna wynosiokoto 70% (0,7).
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4. Wyniki

4.1. Wyniki izolacji genomowego DNA z peinej krwbwodowej

Po izolacji catkowitego genomowego DNA z peilnej krebwodowej pacjentow
obydwu badanych grup oraz pacjentéw grupy kontjolmgniki zestawiono w tabele.
Wartasci stezenia izolatow migcity si¢ w granicach od 10,9 do 97,3 ng/ul, co stanowdécil
adekwatn do reakcji PCR. Czystoi, bedace wartdciami stosunku absorbancjb&/Azgo, W
przypadku77 prob miécity sie w granicach 1,80 a 2,0, & przypadku pozostatych 24 préb
wartacsci te wykraczaty nieznacznie poza granice normynin&éjsza warté& wynosita 1,66,
najwyzsza 2,07), co wskazywato na obe@nhaanieczyszcze w postaci biatek lub soli.
Jednak warti te nadal umdiwialy zastosowanie izolatow jako matryc do reakeCR.
Wartcici otrzymanych stzen i czystagci prob dla trzech grup pacjentow przedstawia Tabel
16.

, Stezenie Czystac¢
L.p. | Kod pacjenta [ng/ul] [A 260128d
Grupa SOZN
1 K77 25,6 1,99
> K94 26,3 2,0
3 K100 23,1 1,90
4 K103 42,4 1,76
5 K115 26,0 1,79
6 K119 10,9 1,85
7 K123 24,0 181
8 K128 74,0 191
9 K132 47,9 1,90
10 K72 19,9 1,86
11 K162 411 1,90
12 K98 23,6 1,74
13 K42 22,2 1,84
14 K75 10,5 2,07
15 K82 31,2 1,87
16 K102 28,5 1,81
17 K108 17,7 1,93
18 K109 21,6 1,73
19 K126 22,9 1,79
20 K134 29,0 1,80
21 K84 67,4 1,87
22 K139 24,7 1.83
23 K142 29,1 1,87
24 K160 16,6 1,99
25 K169 25,1 1,76
26 K170 37,3 1,81
27 K175 19,6 1,96
28 K177 21,8 1,81
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29 K183 22,3 1,88
30 K207 54,7 1,80
31 K51 53,1 1,97
32 K201 46,8 1,74
33 K202 18,3 1,75
34 K214 44,6 1,81
35 K258 89,7 1,87
36 K146 15,6 1,76
37 K193 32,1 1,91
38 K199 22,8 1,78
39 K262 40,3 1,81
40 K259 24,1 1,83
41 K265 18,2 1,77
Grupa SWZN
42 K43 32,3 1,93
43 K127 24,6 1,74
44 K130 45,2 1,93
45 K131 16,0 1,84
46 K133 20,7 1,88
47 K136 29,2 1,95
48 K168 74,6 1,88
49 K161 97,3 1,93
50 K140 68,7 1,85
51 K191 19,4 1,90
52 K198 38,5 1,91
53 K203 51,9 1,94
54 K256 24,8 1,85
55 K101 42,6 1,90
56 K111 14,8 1,95
57 K154 49,8 1,82
58 K156 18,4 1,77
59 K179 61,1 1,85
60 K180 24,3 1,90
61 K182 28,9 1,88
62 K186 18,8 1,91
63 K189 17,5 1,72
64 K263 11,4 1,70
65 K266 26,6 1,71
66 K267 75,4 1,91
67 K269 28,2 1,92
68 K272 39,0 1,89
69 K273 30,3 1,87
70 K279 25,6 1,93
71 K280 20,9 2,04
Grupa kontrolna
72 C8 16,5 1,87
73 Cl1 26,8 1,72
74 C12 19,7 1,68
75 C13 19,7 1,70
76 Cl4 27,6 1,87
77 C15 35,4 1,83
78 C36 23,4 1,99
79 C39 18,4 1,77
80 C51 21,3 1,66
81 C52 29,5 1,92
82 C53 60,0 1,84
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83 C54 24,4 1,88
84 C68 38,5 1,83
85 C69 32,9 1,84
86 C70 27,6 1,80
87 Cr1 26,5 1,83
88 C73 32,8 1,90
89 C74 43,5 1,88
90 C75 31,6 1,96
91 C76 26,8 191
92 C208 50,0 1,82
93 C209 36,8 1,80
94 C210 32,2 1,75
95 Cc211 41,3 1,83
96 Cc212 36,1 1,81
97 C213 48,0 1,82
98 C5 23,6 1,84
99 C6 17,7 191
100 C24 23,2 1,93
101 C25 48,6 1,87

Tab.16. Wartéci stezen i czystagci izolatdw DNA

4.2. Wyniki reakcji PCR

Na drodze reakcji PCR otrzymano fragmenty kadeljgenowSOCS1SOCS3 SOCS5
Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji pozivaha ich wizualizagg w postaci
prazkow. Przyktadowe obrazy rozdziatu produktow PCRel agarozowym dla pacjentéw
z zespotem nerczycowym oraz dla pacjentéw z grupwrkinej przedstawiajodpowiednio
Rysunek 4 i Rysunek 5.

K42 K75, K82 K1IOZ. KIO8 K109 K126 Ki34 KB4 K139 K142 K160

b B el B e —————— ]

it
==

Rys.4. Efekt rozdziatu produktow reakcji PCRzelu agarozowym, fragment SOCS1c, wigtk373
pz, matryce DNA wybranych pacjentow z ZN, M-markaelkosci
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Rys.5. Efekt rozdziatu produktow reakcji PCRzelu agarozowym, fragment SOCS5e, wiétk854
pz, matryce DNA wybranych pacjentow z grupy komtep] wraz z kontral negatywm, M-marker

wielkosci

4.3. Analiza zmian w sekwencjach genSB®CS1SOCS3 SOCS5

Na podstawie danych otrzymanych po rozdziale pranlkeakcji sekwencjonowania
w na drodze elektroforezy kapilarnej przeanalizoovaekwencje otrzymane w postaci plikéw
tekstowych oraz elektroforegramow. Sekwencje t&waano z sekwencjami referencyjnymi,
zarowno pod &em poszukiwania mutacji, jak i genotypowania palifemow typu SNP

oraz nowych, niezidentyfikowanych zmian nukleotygoivw badanych genach.

4.3.1. Analiza mutacji punktowych w gena8®CS1SOCS3 SOCS5

Nie zidentyfikowano mutacji w genac®OCS1li SOCS5w grupie pacjentow SOZN,
SWZN, ani w grupie kontrolnej. Zidentyfikowano jedmutacg w genieSOCS3u jednego
pacjenta z grupy SOZN, oznaczonego jako K98. Matamjiala status heterozygoty i
potozona byta w rejonie niekodagym genu, w odcinku 3'UTR w odlegici 53pz od
ostatniego nukleotydu w eksonie2, w zzku z czym nie miata wptywu na zmiakodonu
ani aminokwasu w fecuchu biatkowym. Zgodnie z uniwersalpasada nazewnictwa mutacji,
okreslono ja jako ekson2+53 C>A. Informacje odmee zidentyfikowane] mutacji

przedstawia Tabela 17.

Kod . o . Status
pacjenta/grups Nazwa mutacji Gen Lokalizacja | Typ zmiany mutacj

1. K98/SOZN ekson2+53 C>A SOCS3 3'UTR niekodujca | heterozygota

L.p.

Tab.17. Informacje o mutacji zidentyfikowanej w ge8OCS3
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4.3.2. Analiza polimorfizmow SNP w genaSlbCS1SOCS3 SOCS5

Uzyskane genotypy pozwolity na przeanalizowanieumie 31 polimorfizmow typu
SNP, z czego 8 SNP w ger8®©CS15 SNP w geni&OCS3 18 SNP w geni&OCS5

W przypadku gendOCS15 SNP-6w zlokalizowanych byto w gzi kodujacej eksonu
2, z& 3 SNP-y — w cgciach niekodujcych. W przypadku 4 SNP-6wzgcych w czsci
kodujacej (rs182726276, rs147807471, rs61753383, rs13@R)lewentualna zmiana allelu
bytla synonimiczna (nie powodowata zmiany aminokwaswbiatku), a polimorfizmy te
wystepowaty w formie homozygotycznej we wszystkich 3 &aych grupach. 1 SNP
(rs11549428) znajdowatesezas w 2 wariantach allelicznych (G lub C) w grupie jestow
SOZN i w grupie kontrolnej, natomiast w grupie matpw SWZN posiadat status
homozygoty. Zmiana allelu G na C byta missensowpawodowata zagpienie w ta@cuchu
biatkowym glutaminy histydysn Spaérod SNP-O6w cgci niekodujpcej genu, 2 SNP-y
wystepowaty w intronie 1, przy czym 1 SNP (rs27829) pdst status homozygoty, Zdrugi
SNP (rs188754154) byt zidicowany w grupach pacjentbw SOZN i SWZN, i
homozygotyczny w grupie kontrolnej. Trzeci SNP 881729) zlokalizowany w @&ci
niekodupcej znajdowat si w obrbie regionu 3'UTR genu i posiadat status homozygoty

wszystkich 3 badanych grupach.

W przypadku gen$OCS3ylko jeden polimorfizm (rs72899753) byt zZrticowany - w
grupie pacjentbw SOZN, gav grupie SWZN i w grupie kontrolnej wystowat w formie
jednoallelicznej i byt to SNP kgcy w obebie regionu 3'UTR genu. Pozostatle 4 SNP-y
znajdowaly s w obrbie regionu kodujcego eksonu2, z czego w przypadku trzech
(rs111889212, rs1061489, rs17849241) zmiana apleluodowata zmiay aminokwasu w
biatku, a 1 SNP (rs12059) byt synonimiczny. W nisaej pracy wszystkie 4 SNP-y
wystepowaty jednak w jednym wariancie allelicznym we wsKich trzech badanych

grupach pacjentow.

W przypadku genuSOCS514 SNP-ow zlokalizowanych byto w ¢gxi kodupcej
eksonu 2, za4 SNP-y w cgsci niekodujcej, w obebie regionu 3'UTR. Spwdéd SNP-0w
lezacych w eksonie 2, 9 SNP-6w bylo synonimicznych Z149336, rs41395245,
rs17853110, rs6738426, rs41489952, rs41449044 774888, rs61740036, rs147136060),
natomiast 5 pozostatych SNP-O0w (rs56047066, rs1BBA@ rs61746760, rs3768721,
rs17853109) byto missensownych, jedmakvystpowaty one w formie homozygotycznej we

wszystkich grupach badanych. W przypadku 6 zmidowanych SNP-O0w (rs6738426,
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rs41489952, rs17771838, rs3768720, rs41379147 1i482B48) w genieSOCS5 zmiana

allelu byta synonimiczna.

Wykaz genotypow dla wszystkich analizowanych polifizenéw dla genowSOCS1
SOCS3i SOCS5w grupach pacjentow SOZN, SWZN i w grupie konteplanajduje si w
Zalacznikach, odpowiednio 5-13. Wykaz wszystkich poddainanalizie polimorfizmow w
genachSOCS1, SOCSBSOCS5wraz z informacjami na temat ich lokalizacji, &lleraz

statusu, bez roz#dienia na poszczegolne grupy badane, przedstavoield 48.

Gen Nazwa SNP LOkgll\ile‘?Cja Allel(e) Zmiana;g:(nuokwasu w Status
rs27829 Intronl GIT - homozygota
rs188754154 5'UTR AIT - heterozygota
rs182726276 Ekson2 C/A CGAJAGA,; Arg/Arg homozygota
rs147807471 Ekson2 CIG @BCGG; Arg/Arg homozygota
SOCS1
rs61753383 Ekson2 GIT &IGTT,; Val/Val homozygota
rs139221703 Ekson2 cIT @IGTT; Val/Val homozygota
rs11549428 Ekson2 G/AIC gﬁgﬁgﬁé gl?]//glg heterozygota
rs1801729 3'UTR A/CIG - homozygota
rs12059 Ekson2 G/A C&/CAA; GIn/GIn homozygota
rs111889212 Ekson2 AICIT g’:g;g.cr:g g:ﬂﬁ‘z homozygota
SOCS3 rs1061489 Ekson2 CIT CACITAC; His/Tyr homozygota
rs17849241 Ekson2 C/A TITTA; Phe/Leu homozygota
rs72899753 3'UTR G/A - heterozygota
SOCS5 rs150449336 Ekson2 AIG QUGGG; Gly/Gly homozygota
rs41395245 Ekson2 CIT TITTT; Phe/Phe homozygota
rs56047066 Ekson2 CIT CCT/TCT; Pro/Ser homozygota
rs17853110 Ekson2 C/IG AZZACG; Thr/Thr homozygota
rs138131726 Ekson2 G/IC GWACA; Arg/Thr homozygota
rs6738426 Ekson2 AIG AZIACG; Thr/Thr heterozygota
rs61746760 Ekson2 G/IC @A/ACA; Arg/Thr homozygota
rs41489952 Ekson2 C/IG AZZACG; Thr/Thr heterozygota
rs3768721 Ekson2 G/A GGG/AGG; Gly/Arg homozygota
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rs41449044 Ekson2 C/IA QICCA; Pro/Pro homozygota
rs17853109 Ekson2 GIT @G/ATG; Arg/Met homozygota
rsl7771838 Ekson2 G/A GHGCA; Ala/Ala heterozygota
rs61740036 Ekson2 CIT AJATT; lle/lle homozygota
rs147136060 Ekson2 CIG Q@ICCG; Pro/Pro homozygota
rs182123759 3'UTR cIT - homozygota
rs3768720 3UTR GIT - heterozygota
rs41379147 3'UTR cIT - heterozygota
rs41432848 3'UTR CIT - heterozygota

Tab.18. Wykaz analizowanych polimorfizméw w gen&hCS1SOCS3 SOCS5

4.3.2.1. Analiza agtasci genotypow i alleli

Na podstawie otrzymanych genotypow, dlazdego z polimorfizmoéw, zaréwno dla

wariantéw jednoallelicznych, jak i ztdicowanych, oszacowano ¢stos¢ wyskpowania

kazdego z genotypow oddzielnie w grupie pacjentow BOgacjentow SWZN i w grupie

kontrolnej, a take w grupie pacjentbw SOZN i SWZN etych wspolnie. Cegstdsci

genotypow i alleli dla analizowanych polimorfizméwbadanych grupach dla gen@®OCS1
SOCS3 SOCSHrzedstawiaj odpowiednio: Tabela 19, Tabela 20 i Tabela 21.

llo$¢ (czestaéé) genotypow

llos¢ (czestasc) alleli

Nazwa
Lp SNP grupa grupa grupa ZN grupa grupa grupa grupa ZN grupa
SOZN SWZN (SO+SW) | kontrolna SOZN SWZN (SO+sSW) kontrolna
(n=41) (n=30) (n=71) (n=30) (n=82) (n=60) (n=142) (n=60)
1. rs27829 | gg41(1,0) | gg30 (1,0) gg71(1,0) | gg30(1,0) | G82(1,0) | G60(1,0) | G142 (1,0) | G 60 (1,0)
aa40 (0,98) | aa29 (0,97) | aa69 (0,97) A 81(0,99) | A59(0,98) | A 140 (0,99)
2. | 1s188754154 11 0,02) | at1(0,03) | at2(0,03) | 2@30@0 [ t1001) | T1(002) |T2(001) |AELO
3. | rs182726276 cc41(1,0) | cc30 (1,0) cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60(1,0)
4. | rs147807471 cc41(1,0) | cc30 (1,0) cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60(1,0)
5. | rs61753383| gg41 (1,0) | gg30 (1,0) gg71(1,0) | gg30(1,0) | G=1,0 G 60(1,0) | G142 (1,0) | G 60 (1,0)
6. | rs139221703| cc41(1,0) | cc30 (1,0) cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(L,0) | C142(1,0) | C60(1,0)
gg 40 (0,98) gg70(0,98) | gg28(0,93) | G 81 (0,99) G 141 (0,99) | G 58 (0,97)
7o | 1S11549428 ooy 002) | 993001 ge1002) | ge2(007) | c1001) | G800 | c1001) | c2(0.03)
8. rs1801729 | cc41 (1,0) | cc30(1,0) cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60(1,0)

Tab.19. Cgstdici obserwowane genotypow i alleli dla polimorfizméngenieSOCS1
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llo$¢ (czestas¢) genotypow llos¢ (czestasé) alleli
Nazwa
Lp SNP grupa grupa grupa ZN grupa grupa grupa grupa ZN grupa
SOZN SWZN (SO+SW) | kontrolna SOZN SWZN (SO+sSW) kontrolna
(n=41) (n=30) (n=71) (n=30) (n=82) (n=60) (n=142) (n=60)
1. rs12059 | gg41(1,0) | gg30(1,0) | gg71(1,0) | gg30(1,0) | G82(1,0) | G60(1,0) | G142 (1,0) | G 60 (1,0)
2. | rs111889212 aa4l (1,0) | aa30(1,0) | aa71(1,0) | aa30(1,0) | A82(1,0) | A60(1,0) | A142(1,0) | A60(1,0)
3. rs1061489 | cc41 (1,0) | cc30(1,0) | cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60 (1,0)
4. | rs17849241| cc41(1,0) | cc30(1,0) | cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60(1,0)
gg 40 (0,98) 9g71(0,98) G 81 (0,99) G 141 (0,99)
5. | rs72899753 ag1(002) | 99 30 (1,0) ag1(0,02) | 99 30(10) | A 0.01) G60(10) | 0.01) G 60 (1,0)
Tab.20. Cgstdéci obserwowane genotypow i alleli dla polimorfizméngenieSOCS3
llo$¢ (czestasé) genotypow llos¢ (czestasé) alleli
Nazwa
Lp SNP grupa grupa grupa ZN grupa grupa grupa grupa ZN grupa
SOZN SWZN (SO+SW) | kontrolna SOZN SWZN (SO+sSW) kontrolna
(n=41) (n=30) (n=71) (n=30) (n=82) (n=60) (n=142) (n=60)
1. | rs150449336 aa41(1,0) | aa30(1,0) | aa71(1,0) | aa30(1,0) | A82(1,0) | A60(1,0) | A142(1,0) | A60(1,0)
2. | rs41395245| cc41(1,0) | cc30(1,0) | cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60(1,0)
3. | rs56047066| cc41(1,0) | cc30(1,0) | cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60 (1,0)
4. | rs17853110| cc41(1,0) | cc30(1,0) | cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60 (1,0)
5. | rs138131726 gg41(1,0) | 9g30(1,0) | gg71(1,0) | gg30(1,0) | G82(1,0) | G60(1,0) | G142(1,0) | G 60 (1,0)
aa2l(0,51) | aal2 (0,4) aa 33(0,47) | aa10(0,33)
6. | rs6738426 | ag13(0.32) | ag13 (0,43) | ag26(0,36) | ag16(0.54) ’é 52’3 Eg'g?) g % ((g'g?) g g% ((gg?) g gi ((8'2
997 (0,17) | gg5(0,17) 9912(0,17) | gg4 (0,13) : : : :
7. | rs61746760| gg41(1,0) | 9g30(1,0) | gg71(1,0) | gg30(1,0) | G82(1,0) | G60(1,0) | G142(1,0) | G 60 (1,0)
6 | rsa1480052 g; 31(5?2'2? cc23(0,77) g; ig((gl'z?;) g; i‘r’(é?l'g?) C71(0,87) | C53(0,88) | C 124 (0,87) | C 54 (0,9)
991 (002) | 9 7 (0,23) 991 (0.01) | 991 (0.03) G11(0,13)| G7(012) | G18(0,13) | G6(0,1)
9. rs3768721 | gg41(1,0) | 9930 (1,0) | gg71(1,0) | gg30(1,0) | G82(1,0) | G60(1,0) | G142(1,0) | G60(1,0)
10. | rs41449044| cc41(1,0) | cc30(1,0) | cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60(1,0)
11. | rs17853109| gg41(1,0) | 99g30(1,0) | gg71(1,0) | gg30(1,0) | G82(1,0) | G60(1,0) | G142(1,0) | G60 (1,0)
12. | rs17771835| 9936 (0.88) | 9926 (0.87) | gg62(0,87) | gg28(0,93) | G 77 (0,94) | G 56 (0,93) | G 133(0,94) | G 58 (0,97)
' ag5 (0,12) | ag4 (0,13) ag9 (0,13) | ag2(0,07) | A5(0,06) | A4(0,07) | A9(0,06) A 2 (0,03)
13. | rs61740036| cc41(1,0) | cc30(1,0) | cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60(1,0)
14. | rs147136060 cc41(1,0) | ¢cc30(1,0) | cc71(1,0) | cc30(1,0) | C82(1,0) | C60(1,0) | C142(1,0) | C60(1,0)
15. | rs182123759 gg41(1,0) | 9g30(1,0) | gg71(1,0) | gg30(1,0) | G82(1,0) | G60(1,0) | G142(1,0) | G 60 (1,0)
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9916 (0,39) | gg9 (0,3) 9925(0,35) | 9911(0.37) | =545 06) | G33(0.55) | G83(058 G 35 (0,54
16. | rs3768720 | gt 18 (0,44) | gt 15 (0,5) 9t33(047) | gt13(043)| 35 ((0 ' 4)) 757 ((0 ' 45)) Teo EOY 42; T8 ((0 ' 42))
t7(0,17) | tt 6(0,2) tt 13 (0,18) | tt 6 (0,2) ' ’ ’ ’

17 | rsa1379147| €C34(0.83) | cc27 (0,9) cc61 (0,86) gg???o(ci')m) C75(0,91) | C57(0,95) | C132(0,93) | C55(0,92)
: ct7(07) ct3(0,1) ct100.14) | 1 03 | T7(0.09) | T3(005) | T10(007) | T5(008)
18 | rsat1438ag| €€34(0.83) | cc27 (0,9) cc61 (0,86) gfe%%(%)m) C75(0,91) | C57(0,95) | C132(0,93) | C55(0,92)
: ct7(0,7) ct3(0,1) ct10014) | 41 o3y | T7 (009 | T3(005) | T10(007) | T5(008)

Tab.21. Czstasci obserwowane genotypow i alleli dla polimorfizméngenieSOCS5

Dodatkowo, iléci poszczegoélnych genotypdw i alleli dla badanyemdy, w trzech

grupach osobno oraz w grupie pacjentow z zespotenczypcowym ujtych wspodlnie,

przedstawiono graficznie w postaci wykresow. Wykredla ilosci genotypéw dla

polimorfizméw zr&nicowanych w genacBOCS1, SOCSBSOCS5przedstawiaj kolejno:

Rysunek 6, Rysunek 7 i Rysunek 8, natomiast wykm@sedstawiajce ilosci alleli dla

polimorfizméw zr@nicowanych w genact8OCS1, SOCS350CS5najduy sigc kolejno na:

Rysunku 9, Rysunku 10 i Rysunku 11.
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Na podstawie uzyskanychgstasci genotypow okrdono, czy ich rozktad w badanych
grupach jest zgodny z rozktadem Hardy-WeinbergawZgledu na to, # cz¢$¢ badanych
SNP-6w w genacBOCS1SOCS3 SOCS5wvyskepowata w jednym wariancie allelicznym we
wszystkich trzech lub tylko wybranych grupach patjev, nie byto maliwe okreslenie
zgodndci z prawem H-W. W przypadku pozostatych, zm@éowanych polimorfizmow,
zgodnd¢ z rozktadem H-W zostata zachowana. Waridiczbowe testu chi-kwadrag?) dla
gendwSOCS1S0OCS3 SOCSHrzedstawiaj odpowiednio: Tabela 22, Tabela 23 i Tabela

24,

L.p. Nazwa SNP

Grupa pacjentow

2 test P value

Zgodna¢ z prawem
H-W

1. rs27829

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

2. rs188754154

SOZN

0,937

0,0062

Tak

SWZN

0,926

0,0086

Tak

Grupa kontrolna

3. rs182726276

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

4. rs147807471

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

5. rs61753383

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

6. rs139221703

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

7. rs11549428

SOZN

0,937

0,0062

Tak

SWZN

0,8502

0,0357

Tak

Grupa kontrolna

8. rs1801729

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

Tab.22. Wartéci testuy”dla SNP-6w w geniSOCS1
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L.p.

Nazwa SNP

Grupa pacjentow

2 test P value

Zgodna¢ z prawem

H-W

rs12059

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs111889212

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs1061489

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs17849241

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs72899753

SOZN

0,937

0,0062

Tak

SWZN

Grupa kontrolna

Tab.23. Wartéci testuy” dla SNP-6w w geni€OCS3

L.p.

Nazwa SNP

Grupa pacjentow

2 test P value

Zgodna¢ z prawem

H-W

rs150449336

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs41395245

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs6047066

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs17853110

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs138131726

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs6738426

SOZN

0,0708

3,2641

Tak

SWZN

0,6477

0,2088

Tak

Grupa kontrolna

0,5428

0,3704

Tak

rs61746760

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna

rs41489952

SOZN

0,7244

0,1243

Tak

SWZN

0,4694

0,5233

Tak

Grupa kontrolna

0,1556

2,0165

Tak

rs3768721

SOZN

SWZN

Grupa kontrolna
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SOZN
10. rs41449044 SWZN
Grupa kontrolna
SOZN
11. rs17853109 SWZN
Grupa kontrolna
SOZN 0,6776 0,1729 Tak
12. rs17771838 SWZN 0,6956 0,1531 Tak
Grupa kontrolna 0,8502 0,0357 Tak
SOZN
13. rs61740036 SWZN
Grupa kontrolna
SOZN
14, rs147136060 SWZN
Grupa kontrolna
SOZN
15. rs182123759 SWZN
Grupa kontrolna
SOZN 0,6197 0,2463 Tak
16. rs3768720 SWZN 0,9559 0,0031 Tak
Grupa kontrolna 0,5521 0,3536 Tak
SOZN 0,5501 0,3572 Tak
17. rs41379147 SWZN 0,7731 0,0831 Tak
Grupa kontrolna 0,0585 3,5802 Tak
SOZN 0,5501 0,3572 Tak
18. rs41432848 SWZN 0,7731 0,0831 Tak
Grupa kontrolna 0,0585 3,5802 Tak
Tab.24. Wartéci testuy” dla SNP-6w w geni€OCS5

4.3.2.2. Analiza wartwi ilorazu szans dla genotypow i alleli

Ze wzgkdu na charakter poréwnawczy prowadzonych analizddiszych obliczé
wyselekcjonowano jedynie zrdicowane polimorfizmy, posiaddaje przynajmniej u jednego
pacjenta, w przynajmniej jednej z trzech porownyyedn grup, status heterozygoty. W
przypadku genulSOCS1bylty to zatem 2 polimorfizmy (rs188754154, rs11428), genu
SOCS3—- 1 SNP (rs72899753), i genBOCS5— 6 SNP-Ow (rs6738426, rs41489952,
rs17771838, rs3768720, rs41379147, rs41432848).

Kolejnym etapem analiz bytlo oszacowanie, czy i Wwimastopniu konkretny genotyp
lub allel jest zwizany z dana grup czy te pojawia st w populacji niezalenie od
rozwazanych cech grupy. W tym celu postmo s¢ testem doktadnym Fishera a wynik

przedstawiono w postaci waétw prawdopodobigstwa, z jakim dany genotyp lub allel
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wystepowat w konkretnej grupie w poréwnaniu z anMiara tego prawdopodobistwa byta
wartas¢ ilorazu szans (OR) dla danego genotypu lub alleburéwnano w ten sposéb geup
pacjentow SOZN z gruppacjentdw SWZN, grupSOZN z grup kontrolma i grupg SWZN z
grupa kontrolm, a take grug pacjentow SOZN i SWZN wfych wspdlnie jako grupa
pacjentow z zespotem nerczycowym (grupa ZN) z gikgntrolra. Wartcgici OR dla trzech

badanych genéw dla genotypéw przedstawia Tabelaé@bmiast dla alleli — Tabela 26.

+
T — SOZN vs. Gr. SWZN vs. Gr. ZN (SOZN+SWZN)
Nazwa kontrolna kontrolna vs. Gr. kontrolna
Gen | gnp
OR p OR p OR p OR p
aa. aa. aa. aa.
rs18875415| OR=1,38 p=1,0 OR=0,44 | p=1,0 OR=0,32 | p=1,0 OR=0,46 p=1,0
4 at: at: at: at:
OR=0,72 p=1,0 OR=2,26 | p=1,0 OR=3,01 | p=1,0 OR=2,19 p=1,0
socs1
90: 99: 9g: 9g:
_ =1,0 _ =0,5696 _ =0,4915 _ =0,2097
11549408 OR=0,44 p OR=2,86 | P OR=535 | P OR=5,0 p
gc: gc: gc: gc:
OR=2,26 | P=1.0 OR=0,35 | P=0,5696 | 5 19 | P=0,4915 | op—g oo | P=0,2097
9o: 9g: 9g:
_ =1,0 _ =1,0 _ =1,0
socs3| rs72se0753 ORZ044 | P OR=0,44 | P - ; OR=0,77 | P
ag: _ ag: _ ag: _
OR=2,26 | P=1.0 OR=2,26 | P=1.0 OR=1,30 | P=10
aa. aa. aa. aa.
OR=1,57 | p=0,4705 | OR=2,10 | p=0,1533 | OR=1,33 | p=0,7892 | OR=1,74 | p=0,2736
ag: ag: ag: ag:
16738426 | OR=0,61 | p=0,33195 | OR=0,41 | p=0,0887 | OR=0,67 | p=0,6058 | OR=0,51 | p=0,1292
9g: 9o: 9g: 9o:
OR=1,11 | p=1,0 OR=1,34 | p=0,7498 | OR=1,2 | p=1,0 OR=0,79 | p=0,7718
CC: CC: CC: CC:
OR=0,99 | p=1,0 OR=1,62 | p=0,5599 | OR=0,66 | p=0,7480 | OR=0,64 | p=0,5985
cy: cg: cy: cg:
941489952 5p-0,02 | p=1,0 OR=1,83 | p=0,5359 | OR=1,98 | p=0,5062 | OR=1,90 | p=0,4141
9g: 9g: 9g: 9g:
OR=2,26 | p=1,0 OR=0,73 | p=1,0 OR=0,32 | p=1,0 OR=0,41 | p=0,5079
9g: _ 9g: _ 9g: _ 9g: _
OR=1,11 | P=10 OR=0,514 | P=0.6908 | op=0 46 | P=0.6707 | oRr=g 49 | P=0.4989
rs17771838| - ag a0 ag
socss - - : _ : _ : _
OR=0,90 | P=1.0 OR=1,94 | P=0,6908 | o5 15 | P=0,6707 | oR—p o3 | P=0,4989
9o: 9o: 9o: 9o:
OR=1,49 | p=0,4626 | OR=1,1 | p=1,0 OR=0,74 | p=0,7847 | OR=0,94 | p=1,0
gt: gt: gt: gt:
3768720 | OR=0,78 | p=0,6379 | OR=1,02 | p=1,0 OR=1,31 | p=0,7961 | OR=1,14 | p=0,8292
tt: tt: tt: tt:
OR=0,82 | p=0,7657 | OR=0,82 | p=0,7657 | OR=1,0 | p=1,0 OR=0,90 | p=1,0
CC: CC: CC: CC:
41379147 83:0,54 p=0,5018 Cotfe=o,75 p=0,7498 83:1,39 p=1,0 Cotfe=o,94 p=1,0
OR=1,85 | p=0,5018 | OR=1,85 | p=0,5018 | OR=1,0 | p=1,0 OR=1,48 | p=0,7499
CC: CC: CC: CC:
41432848 cOt-R:O’54 p=0,5018 Cot_R:o,75 p=0,7498 cOt-R:LSg p=1,0 Cot-R:o,94 p=1,0
OR=1,85 | p=0,5018 | OR=1,85 | p=0,5018 | OR=1,0 | p=1,0 OR=1,48 | p=0,7499
Tab.25. Wartéci OR dla genotypow, dla gen@®0OCS1, SOCS3 i SOCS5
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vawa | SOZNveswan | SPREST | lonwoma | “ve. Gr konwolna
Gen | snp
OR p OR p OR p OR p
A: A: A: A:
1s188754154 _IO_:R=1,37 p=1,0 $:R:0,45 p=1,0 _IO_:R=0,33 p=1,0 $:R:0,46 p=1,0
OR=0,73 p=1,0 | OR=223 p=1,0 | OR=3,05 p=1,0 | OR=2,15 p=1,0
Socs1
G: G: G: G:
1<11549428 8:R=0,45 p=1,0 8:R:2,8 p=0,5735 8:R=5,17 p=0,4958 8:R:4,86 p=0,2110
OR=2,23 p=1,0 OR=0,36 p=0,5735 | OR=0,19 p=0,19 OR=0,21 p=0,2110
G: G: G:
SOCS3| 1572899753 2:R20'45 p=1.0 2:R20'45 p=1,0 ] ) 2:R=0-78 p=1,0
OR=2,23 p=1,0 | OR=2,23 p=1,0 OR=1,30 p=1,0
A: A: A: A:
1S6738426 G:R:LZ? p=0,5942 8!?:1,36 p=0,479 G:R:LO? p=1,0 8!?:1,23 p=0,5268
OR=0,79 p=0,5942 | OR=0,74 p=0,479 | OR=0,93 p=1,0 OR=0,82 p=0,5268
C: C: C: C:
1541489952 G:R=0,85 p=0,8042 G!?ZO,?Z p=0,6085 G:R=0,84 p=1,0 G!?ZO,?? p=0,8122
OR=1,17 | p=0,8042 | OR=1,39 | p=0,6085 | OR=1,19 p=1,0 OR=1,30 | p=0,8122
G: G: G: G:
1s17771838 S:RZI,l p=1,0 2:R20,53 p=0,6989 2R=0,48 p=0,6794 2:R20,51 p=0,512
SOCSS OR=0,91 p=1,0 | OR=1,88 | p=0,6989 | OR=2,07 | p=0,6794 | OR=1,96 | p=0,512
G: G: G: G:
rs3768720 '(I?:R:LZS p=0,4952 _(?:Rzl,lz p=0,8626 _(I?:R:O,87 p=0,854 '(I?:R:LO p=1,0
OR=0,78 p=0,4952 | OR=0,9 p=0,8626 | OR=1,15 p=0,854 | OR=0,99 p=1,0
C: C: C: C:
141379147 (T):RZO'SG p=0,5186 _(I?:R=O,97 p=1,0 _I(?:R=1,73 p=0,717 $:R=1,2 p=0,7724
OR=1,77 | p=0,5186 | OR=1,03 p=1,0 OR=0,58 p=0,717 | OR=0,83 | p=0,7724
a14s2648 18_:R=0,56 p=0,5186 §:R=O,97 p=1,0 18_:R=1,73 p=0,717 §:R=1,2 p=0,7724
oR=1,77 | P705186 | op=103 | P10 | oR=0s8 | P7%717 | or=0g3 | P707724

Tab.26. Wartéci OR dla alleli, dla gendBOCS1, SOCS3 i SOCS5

W przypadku jednego polimorfizmu w gers®©CS3- rs72899753, poréwnanie grupy

pacjentow SWZN z grupkontrolm nie byto maliwe, ze wzgédu na obecni tylko jednego

allelu u wszystkich osobnikéw obu grup. Wadio OR znacaco wicksze od jedn<i

zaznaczono w tabelach kolorem czerwonyns, zeacaco mniejsze od jeddoi — kolorem

zielonym. Pomimo otrzymania waétm ilorazu szans maegych swiadczyt o wariancie

ryzyka lub ochronnym danego genotypu czy alleluraypadku niektérych polimorfizméw,

wartasci ,p” byty jednak wiksze nk 0,05, co oznaczatoz wartasci OR byly niezwizane z
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grupa. Ponadto, w wakszaci przypadkéw oscylowaty one wokét wasto 1, zarbwno w
przypadku genotypdéw, jak i alleli, co oznaczale, ith wystpowanie w danej grupie
pacjentdw ma charakter losowy.

4.3.2.3. Analiza struktury gen680OCS1, SOCIEB0CS5

Kolejnym i ostatnim etapem analizy polimorfizméwgenachSOCS1, SOCS350CS5
byto okr&lenie ich struktury przyzyciu narzdzia Haploview. Na podstawie otrzymanych na
drodze sekwencjonowania genotypéw utworzono stragkgenu dla kadej z grup badanych
oraz dla grupy pacjentow steroido-opornych i stiewnrazliwych ujetych wspdlnie, jako
grupa pacjentéw z zespotem nerczycowym. Strukteraugy formie schematu blokowego,
stworzonego w oparciu o algorytm Gabriel et al.zepistawiata stopfe powiazania
analizowanych polimorfizméw heterozygotycznych wigla genie. Powazanie to wyraato
si¢ w wartaci liczbowej, edacej procentem pacjentow w konkretnej grupie, uydbrdane

dwa polimorfizmy SNP segregowaly wspdlnie.

W przypadku genisOCS1lutworzenie struktury genu w grupie SWZN oraz wpigeu
kontrolnej nie bylo mgiwe ze wzgédu na to, i wszystkie analizowane w afme genu
SOCSI1SNP-y wystpowaty w tych grupach w formie jednoallelicznejru&tura genu w
grupie pacjentow SOZN nie wykazata natomiast wzaprh powiazar pomkdzy dwoma
analizowanymi polimorfizmami. Struktgir genu SOCS1 dla grupy pacjentow SOZN
przedstawia Rysunek 12. Poniemarogram Haploview zawierat dane odne wszystkich
analizowanych polimorfizméw, a wé takze niezrg@nicowanych, widoczna na obrazach
struktury gendéw numeracja polimorfizméw odpowiadadynie kolejnym SNP-om

heterozygotycznym.

rs11549428
rs188754154

M
-

Rys.12. Struktura gensOCS1dla grupy pacjentéw SOZN
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Utworzenie struktury dla ger®OCSie byto maliwe, poniewa w przypadku kadej

z trzech porownywanych grup otrzymano tylko jedehinporfizm zr&nicowany.

W przypadku genilsOCS5utworzono struktur dla grupy pacjentéow SOZN, SWZN i
grupy kontrolnej oraz dla grupy pacjentéw steroogmrnych i steroido-wediwych ujetych
wspolnie. Struktura gen®OCS5dla wszystkich grup przedstawiata zalesci pomidzy
szégcioma SNP-ami, ktore w kdej z grup pacjentdw posiadaty status heterozyyét.
przypadku kadej z trzech grup pacjentéw uzyskano 100%-owe gavie dwoch
polimorfizméw (rs41379147 i rs41432848), co oznémze: u kazdego osobnika w grupie
SOZN, SWZN oraz w grupie kontrolnej, dane dwa SN&egregowaty wspolnie. Obydwa
SNP-y potaone byly w regionie regulatorowym 3'UTR ge®OCS5 Ponadto, wzadnej z
poréwnywanych grup nie uzyskano warb R® dla niezréwnowzenia sprzzea (LD)
wiekszej lub réwnej 70, co oznaczate,wspolna segregacja polimorfizmow w tych grupach
miata charakter losowy. Pomimo braku ist@triostatystycznej, na podstawie otrzymanych
wartasci liczbowych oraz oceny wizualnej ich skali sz@miowykazano, 4 powiazania
pomidzy polimorfizmami rs3768720 i rs6738426 oraz pginy rs3768720 i rs41489952
byty o okoto 50% stabsze w grupie SOZN w grupie SWZN (odpowiednio 24 vs. 501 9 vs.
16). Wartdci dla tych samych powzan pomidzy danymi SNP-ami w grupie kontrolnej byty
zblizone do wartéci w grupie pacjentow SWZN (odpowiednio 47 vs. 505 vs. 16).
Ponadto, w grupie pacjentow z ZN:tyich wspadlnie analiza struktury genu wykazata estie
jednego bloku haplotypowego, w sktad ktérego wesdhlya SNP-y: rs41379147 i
rs41432848, obydwa igce w obebie regionu 3'UTR gen8OCS5 Jednake genotypy w
obydwu polimorfizmach segregowaty wspolnie u 10086jentéw w kadej z badanych grup
oraz w grupie kontrolnej. Rysunek 13, Rysunek B§sunek 15 przedstawiggtruktue genu
SOCS50dpowiednio dla grupy pacjentdw SOZN, pacjentowZBW dla grupy kontrolnej,
natomiast struktgrgenu dla grupy pacjentow z zespotem nerczycowyradgstawia Rysunek
16.
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Rys.13. Struktura geBOCSHlla grupy pacjentow SOZN

Rys.14. Struktura gerBOCSHla grupy pacjentow SWZN

Rys.15. Struktura gerBOCS5la grupy kontrolnej
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1S6738426
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rs17771838
153768720 |
rs41379147
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Rys.16. Struktura gerfBOCSHla grupy pacjentow steroido-opornych i steroid@ahiwych ujgtych

wspolnie
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5. Oméwienie wynikow i dyskusja

Wedtug najnowszych danych idiopatyczny zespot n@oey jest obecnie najegciej
wystepujaca forma ZN u dzieci (30). Pomimo wielu lat badanadal nie do kica wyj&niona
jest zarbwno patofizjologia 1ZN, jak i zborodna odpowied pacjentdw na terapi
glikokortykosteroidow. Nawet do 20% pacjentdow z ZN charakteryzuje brdgosviedzi na
leczenie steroidowe, co prowadzi do agsiccia stanu kracowej niewydolnéci nerek
(KNN), utraty naradu, a nawetmierci (171). Szacuje &i iz $rednio potowa pacjentow ze
steroido-opornym ZN osga stadium KNN w aigu 1-4 lat od rozpoznania, £ao najmniej
co phaty z nich wymaga ostatecznie hemodializ lub traasgaicji (27, 81). Coraz ¢&ciej
obserwuje s wyskpowanie zjawiska steroido-oporud takze w innych chorobach, jednak
trudno je jednoznacznie oszacawgtownie z powodu rmic w definicji czy zmienngci w
czasie, take w obebie tej samej jednostki chorobowej, a nawet jednelgarego (16, 17).
Ponadto, ZN nalgy do choréb rzadkich i stosunkowo niewiele biadad steroido-oporroia
dotyczy widnie tego schorzenia. Co #eej, zmienia si profil kliniczny samej choroby, w
tym tez czestas¢ gorzej rokugcych rozpozna histopatologicznych, co sprawize pacjenci z
IZN stanowi niezwykle heterogenngrup, z& steroido-oporny IZN pozostaje jedrz
najtrudniejszych w leczeniu chorékzkbiszkowych u dzieci (21, 62).

Pacjenci steroido-oporni nadal pozostgdnak narzeni na efekty uboczne terapii,
wynikajace z przedhaajacego s¢ leczenia i wysokich dawek steroidéw, przy czymvtasnie
odpowied na leczenie i czas uzyskania remisji — wg szeragrow — wydaj sie byc¢
najlepszymi i najskuteczniejszymi czynnikami progtyoznymi u dzieci z 1ZN (11, 164,
168). Co wecej, pocatkowa odpowied na leczenie ma znaczenie 2akw prognozowaniu
nawrotéw biatkomoczu w przys#a czy przeywalnasci nerki po przeszczepie (23, 101,
108), nie stanowi jednak wczesnego markera odpivieal terapi. Pomimo,ze Banaszak i
in. obserwowali wikszy czstas¢ wyskpowania krwinkomoczu oraz wgzy poziom
mocznika w grupie pacjentéw steroido-opornych wdéporaniu z pacjentami steroido-
wrazliwymi, w momencie przyjcia do szpitala (12), nie byty to jednak cechy typadla ZN,
jako ze objawy kliniczne chorobyagakie same w obydwu grupach chorych. Nadal brak je
wiec cech swoistych, magych peiné role wczesnych markeréw steroido-opogaip a tym
samym pozwalagych na wsfpna selekcg pacjentdw w celu unikacia nieskutecznego
leczenia (12, 174). Pade w niniejsze] rozprawie zagadnienie zbadania nuopadnych
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czynnikdbw w steroido-opordoi w grupie pacjentdw z IZN oraz zastosowana tdahni
sekwencjonowania regionoéw kodaych gendow-kandydatéw wpisupie zatem zaréwno w

potrzeby diagnostyki klinicznej schorzenia, jakeindy wspétczesnej nauki.

Wedtug Chiou i in. rénorodna odpowiedpacjentéw z IZN na terapisteroidowy jest
dowodem na odmienne pod® choroby w poszczegolnych grupach chorych (30kzda
Woroniecki | wsp., na podstawie porownania pozianpuofilu cytokin w moczu pacjentow
steroido-opornych i steroido-wilawvych, zasugerowali odmiean etiologe tych dwoch
fenotypow zespotu nerczycowego (168). Wielu autondekazuje na powranie dobrej
odpowiedzi na leczenie i porigego rokowania z tagodnymi zmianami histopatolagieni
w bioptacie nerki, w postaci zmian o charakterzenimalnym (MCD) (64, 168).
Analogicznie, steroido-opord® u pacjentdw z IZN kojarzona jest esto z bardziej
zaawansowanymi zmianami histopatologicznymi, rgdgej] w typie FSGS lub rozplemu
mezangialnego, i zwzana jest z gorszymi prognozami dla pacjenta (2164). Komoérkami,
ktére maj najwigksze i decydujce znaczenie w patofizjologii #buszka nerkowego,as
podocyty, z& utrata podocytdw z moczem jest gidwnym czynnikiemozwoju FSGS (23).
Wedlug Spadio i in. podocyturia stanowi nawet Igpswskanik stopnia zmian
patologicznych w kibuszku nerkowym a#eli biatkomocz (144). Jednak &£ autorow
podkrela, iz wszystkie formy histologiczne w rozpoznaniu I[ZN acikteryzuj sie
uszkodzeniami podocytéw, a czynnikiem roarndjacym je @ przypuszczalnie odmienne
mechanizmy, leace u podstawy tych uszkodzéll, 23, 42). Szereg innych badaczyztak
wskazuje na niedoktad&é® w prognozowaniu o efektach terapii steroidowejpoastawie
rozpoznania histologicznego, jake 70% pacjentéw z rozpoznaniem MCD charaktetyzuj
czeste nawroty i mogoni rozwija sterodio-zalenos¢ badz steroido-oporng, za& zmiany o
charakterze gorzej rokagym nie zawsze magzostad prawidtowo rozpoznane w bioptacie
nerki (21, 132, 144, 168, 174). Przypuszczaigito sama forma kliniczna zmiemiapgo st
na przestrzeni lat zespotu nerczycowego decydugnotypie leko-opornym, a czynnikiem
bardziej od histopatologii istotnym w prognozowajgst wiek ujawnienia gischorzenia (29,
96, 174). Wielu autorow donosi wrodzona forma ZN, ujawnigga s¢ w pierwszych 3
mieshcach zycia lub jeszcze wzyciu ptodowym, jest z reguty oporna na teeapi
immunosupresypy w tym steroidow, a prognozy dla pacjentowa sniepomyine, bez
wzgledu na zmiany histopatologiczne w nerkach (96, 1@®). IZN manifestuje sijednak
najczsciej po ukaczeniu 1. rokuzycia (105), natomiast, jak pokazupadania Elie i wsp.,

czas trwania choroby wykrytej w wieku 14.rjest ponad 7-krotnie krétszy, w poréwnaniu z
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ZN manifestugcym sk w wieku 2 lat (42). Z drugiej strony, wedtug Chan@., wraz z
wiekiem r@gnie ryzyko wysdpienia cezkich zmian histopatologicznych w nerkach i stereido
oporngci, za im miodszy wiek, tym wiksza jest szans&;, u podstaw choroby 1a tagodne
zmiany o charakterze minimalnym (29). W badanejpgrwchorych SOZN u 3 pacjentow
nastpito rozpoznanie ZN w wieku patej 1 rokuzycia (u 2 pacjentow w wieku 3 miesy, u

1 w wieku 5 miesicy), z czego u jednego z nich uzyskano regnisg u dwdch pozostatych
wystapit biatkomocz o charakterze nie nerczycowym i ehkégryzowaly ich azsze
rozpoznania histologiczne w typie FSGS i zmian widymezangialnej proliferacji (MP).
Wsrdéd 22 pacjentow z grupy SOZN, u ktérych agsiicto remisg biatkomoczu, u 3
rozpoznanie histopatologiczne obejmowato zmianypiet FSGS, u 8 — zmiany typu MP, u 3
zmiany w typie DMP, zau 4 — zmiany minimalne (MCD). W grupie SWZN u Zjestoéw
rozpoznanie IZN nagpito najwczeéniej po 1 r.z. (w wieku 18 i 20 miesty), z& srednia
wieku rozpoznania w tej grupie (4,96) nie odbiegadissredniej wieku rozpoznania IZN w
grupie SOZN (4,15). Zaledwie u 2 pacjentow SWZNktarych rozpoznanie nagtito w
wieku 2 i 3 lat, wystpit kolejny rzut zespotu nerczycowegosaal pacjenta, u ktérego ZN
rozpoznano w wieku 13 lat, wygit biatkomocz o nie nerczycowym charakterze. U
pozostatych 25 pacjentdéw w tej grupie, niezale od rozpoznania histopatologicznego,
nastpita remisja biatkomoczu. Warto réwrieauway¢, iz 3 pacjentdw SOZN i 1 pacjent
SWZN, u ktérych wykonana zostata transplantacj&inesiagneto remisg.

Glikokortykoidy (Gk) to powszechnie stosowane wzkatiu zespotu nerczycowego leki
0 dziataniu przeciwzapalnym i immunosupresyjnym , (I%). Wykazuj rolg m.in. w
hamowaniu odpowiedzi immunologicznej typu komorkgae zwkikszaniu syntezy
czynnikdw przeciwzapalnych, a wedtug ostatnich hamtigrywaj takze bezpéredni role w
stabilizacji struktury podocytow (120, 134). Pomimciaz niejasnej etiologii samego
schorzenia oraz podta steroido-oporrii, dzigki wielokierunkowym i szerokim zakresie
dziatania steroidow, autorzy wielu prac nadal zajege jako podstaw w terapii zespotu
nerczycowego, nawet u pacjentow steroido-oponyclzjegszczegolnie agresywna terapia
immunosupresyjna niegbna jest, aby nie dopci¢ do utraty funkcji nerek (29). Niezalae
natomiast od patofizjologii IZN, nawraaay biatkomocz oraz zmiany pe@pujace w obebie
nerek zwizane g z pobudzeniem ukfadu immunologicznego i obécnostanu zapalnego.
Szereg badaczy potwierdza aktywadpkalnych makrofagébw oraz naciek monocytow,
neutrofiléw i limfocytow do kébuszkéw nerkowych, a tak produkeg i wydzielanie duaych
ilosci cytokin prozapalnych wraz ze wzamn ekspresj receptorow dla tych czynnikéw (6,
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124). Weréd czynnikow dominuicych w moczu pacjentéw z IZN znajdowaty si.in. IL-6 o
charakterze prozapalnym i IL-8¢dnca czynnikiem chemotaktycznym dla neutrofilow,z@k
RANTES, MCP-1 i ICAM-1, stanowce czynniki prozapalne, przygajace i kierupce
monocyty i leukocyty do miejsca zapalnego, oramdf@rmupcy czynnik wzrostu TGE- (6,
68, 106). TGH3 produkowany jest gtéwnie przez makrofagi i stynpellkomorki mezangium
do proliferacji i syntezy sktadnikbw macierzy pomakorkowej, przyczyniag sk w ten
sposO6b do nadmiernego rozrostu obszargdmykanalikowego kibuszka i do procesu
wioknienia (125). Wedtug niektérych autoréw (14,) &ktywacja TGH zwiazana jest z
progresy do przewlekiej niewydolni@i nerek w grupie pacjentéw steroido-opornych, a
sciezka aktywacji tego czynnika stanowi kluczowy mechkani zaangzowany w
patomechanizm szkliwienia i wtoknieni&ddmiagzszowego nerki. Woroniecki i wsp. (168)
badali ilasci wybranych cytokin, m.in. TGB; w moczu pacjentow steroido-opornych i -
wrazliwych, prébupc ustalé charakterystyczny profil cytokinowy dla obydwu griPomimo
réznic w ekspresji badanych czynnikéw peady grupami, autorzy nie otrzymali wastd
istotnie wptywajcych na ich rozrinienie. Poziom TGB1 w moczu byt podniesiony w
obydwu badanych grupach i w ¢kszym stopniu rozriat stopiéh zaawansowania zmian
histopatologicznych w typie FSGS od MCD, podobmeziom ICAM-1 w moczu byt
poréwnywalny w obydwu grupach i stabo korelowatazipmem ekspresji tego czynnika w
tkance nerki. Nie znaleziono rowai&orelacji pom¢dzy poziomem badanych czynnikéw a
obecndcia i wielkoscia biatkomoczu. Wczaiejsze badania tego samego zespotu (167),
dotyczce okrélenia profilu biatkowego moczu z wykorzystaniem lgpaskopii w celu
potencjalnego rozeédmienia pacjentéw steroido-opornych od -wiaych, pozwolity na
zaobserwowanie w grupie pacjentéw steroido-opormadtatkowego sygnatu, pochadego
od niezidentyfikowanego biatka o masie 41 kDa. a&ditalsze badania wykazaty,biatko to
moze albo pojawia sie dopiero w trakcie terapii, albo #Zemaze by obecne w obydwu
grupach przed rozpoeziem leczenia i zanikawybiérczo w grupie pacjentéw steroido-
wrazliwych, co uniemaliwia zastosowanie go jako markera wczesnej odpdaviaa terafi
steroidows. Wedtug niektorych autorow (7, 172) trudno jednalkesli¢ jednoznaczny i
uniwersalny profil cytokinowy nie tylko dla pacjémt steroido-opornych i -wgdiwych, ale
tez w ogole dla chorych z IZN. Co wgej, Zachwieja i wsp. (172) uwaja, iz badania
poziomu cytokin § zazwyczaj niejednoznaczne i ragk. Niemniej, zaréwno oni, jak i inni
badacze donogd nieprawidtowej odpowiedzi immunologicznej, zatemiach w dystrybucji
poszczegolnych komoérek dmacych i wydzielanych przez nie czynnikdw prozapamyc

ktorych poziom jest podwgzony podczas nawrotow biatkomoczu i ktore cksrap
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przepuszczalnd kicbuszka nerkowego dla biatek (7, 25, 172). Nadalwiedomo jednak,
czy obecné& biatkomoczu to pierwotna przyczyna czyz tefekt wtdérny nadmiernej
aktywndci uktadu immunologicznego (26). Jak pokazuje sydyada in vivo i in vitro,
albuminy g aktywatorami wieliciezek sygnalizacyjnych, wykorzystywanych jednogze
przez wekszags¢ mediatorow zapalnych w komodrce. Nakajima i in. Ajl@onosz, iz
albuminy g bezpdrednimi aktywatoramiciezki sygnalizacyjnej Jak/Statze aktywacja ta
nastpuje niezalenie od rodzaju albumin. Ci sami autorzy wykazaly, obecndé¢
biatkomoczu w kanalikach lzych aktywuje w ich komorkach czynniki transkryjey
STAT1 i STATS5 w cagu 15 minut, zaSTAT3 w cagu 4 godzin. Inne badania pokaz(].,
103), iz komorki kanalika proksymalnego w hodowidi vitro inkubowane z biatkami osocza
od chorych z IZN pobudzane slo wydzielania endoteliny-1 (ET-1), powosltgj naciek
monocytow i ledacej mediatorem produkcji matrix pozakomorkowej op@astpujacego
uszkodzenia nerek. Badania wykazaty rovinie komoérki kanalika przetadowane biatkiem
produkup czynniki prozapalne takie jak: MCP-1, RANTES, IL-8aktalkirg, a take
powodup aktywacg reaktywnych form tlenu,sciezki zapalnej NF«B oraz aktywag
czynnikdw STAT. Co wjcej, ci sami autorzy wysgh przypuszczenie,zi alouminy mog
zachowywa si¢ jak cytokiny i w analogiczny sposob aktywatwiezki wtasciwe dla tych
ostatnich. Wykazano ponadta,albuminy w hodowlacin vitro stymulup komorki nabtonka
kanalika proksymalnego ta& do ekspresji angiotensyny Il (Angll), ktora wlafe dziatania
wzmaga aktywn& sciezki Jak/Stat, powoddf ciagta aktywacg jej elementow, nawet gdy
szczyt biatkomoczu jiminat (86). Istniej przypuszczenia,zito nie same albuminy, ale
dofaczone do wolne kwasy ttuszczowe gengrafekt toksyczny dla komorek kanalikow
nerkowych (1), zainni badacze sugetujzwiazek 1ZN z towarzysazxa nadmiernej utracie
albumin hiperlipidemd, modulujca aktywna¢ uktadu immunologicznego (23). Szkodlig¢o
biatkomoczu objawia girowniez w postaci indukcji apoptozy w komorkach kanalikavyi
cewkowych (1). Wprawdzie Huang i in. (68) tekwykazuj, iz obecné¢ albumin w
zwracaj uwag; na fakt, & sizenia albumin gywane niekiedy w dawiadczeniachin vitro
przekraczaj stzenia albumin obecne nawet wikich nefropatiach w warunkach vivo, co
swiadczy maze o matej wiarygodriei niektérych bad@ Co wkcej, ci sami autorzy
zauwayli, iz zastosowanie #hych inhibitoréw sciezki MAPK/ERK powodowato
zmniejszenie ekspresji wybranych czynnikéw tylko grupie pacjentow z FSGS, nie
wptywajac na ich poziom u pacjentow z MCD, lub w obu grupgednoczénie, co

swiadczy moze z kolei o aktywacji rinych czynnikow sygnalnyckciezek, a tym samym
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odmiennej patofizjologii obydwu schorzelJest to istotne tym bardzieje poszczegdlne
elementy ranych sciezek wraz z czynnikami zapalnymi mp@ktywowa sig nawzajem i
stanow¢ bardziej skomplikowany uktad sygnalizacyjny, utnisgacy skutecza ingerencg
farmakologiczn. Jak pokazujbadania, aktywacja wiaca s¢ z fosforylacy kinaz Jakl, Jak2

i Tyk2 powoduje nie tylko przenoszenie sygnatu webke samejsciezki Jak/Stat, ale te
aktywacy, sciezek ERK i JNK (68), z&daktywne czynniki STAT aktywuajsciezke MAPK (4).
Ponadto, same czynniki STAT mpdpy¢ aktywowane na drodze pobudzenia receptoréw
innych niz dla cytokin (44, 111). Aktywacjaciezki Jak/Stat, stanowtce] podstawowy
mechanizm sygnalizacji wkszaci cytokin w komorce (81, 87), za#ana jest nie tylko z
procesem zapalnym, aleztedpowiedzialna jest za p@pujace widknienie i sklerotyzagj
kigbuszkow w FSGS (87). W badaniach vitro wykazano,ze zastosowanie selektywnych
inhibitorow poszczegolnych elementoyeciezki Jak/Stat powoduje spadek biatkomoczu,
obnizenie ekspresji alfa-aktyny gdni gtadkich a-SMA, bedacej markerem fenotypu
miofibroblastycznego komorek i ktérej obeétimznawana jest za punkt kluczowy w rozwoju
chronicznego widknienia, a ta& zmniejszenie nacieku limfocytow i makrofagéw, rasie
do 2 tygodni. Obserwowanoztbamowanie ekspresji kolagenéw, TGE-MCP-1, RANTES

i ICAM-1, przy czym MCP-1 i ICAM-1 byly aktywowaneprzez sciezke Jak/Stat
bezpdrednio, jakoze promotory ich gendw zawiegapbszary wizania dla czynnikbw STAT
(86). Hamowanie nadmiernej aktyw4oo sciezki spowalniato w¢c progresi choroby
kiecbuszkowej w sposob bezyedni, ograniczagr naciek komérek zapalnych i hame
ekspresj wydzielanych przez nich mediatorow stanu zapalneg@dknienia nerki, a tym

samym pérednio obntato poziom biatkomoczu.

Naturalnymi inhibitorami sygnatow przenoszonychgariezke Jak/Stat w komoérceys
biatka SOCS i stanowione klag czynnikdbw 0 najszerszym dziataniu haguym spdrod
wszystkich inhibitoréwsciezki (150). Podobnie jak w przypadku pozostatych edetaw
sciezki, dziatanie biatek SOCS rozga s¢ poza kaskagd Jak-Stat. Wykazano m.in.z i
niektore receptory cytokinowe mogndukowa& SOCS bez udziatlu czynnikdw STAT, co
wiecej, ekspresja mRNA czynnikow SOCS rady wzbudzana rownieprzez receptory nie
nalezace do rodziny receptoréw cytokinowych, np. przgmofiolisacharyd, ligandy wiace
si¢ z receptorami TLR, czy poprzez receptoyRdla klasy przeciwciat IgG (43, 55, 80, 82).
Inni badacze donosziz SOCS mog rekrutow& w obrbie kinaz Jak biatka spozZaiezki
(150), z& odcinki na kacu N tacucha biatkowego SOCS warunkujozpoznanie

odpowiednich domen innych czynnikéw i ustiwiaja im interakcg z innymi $ciezkami,
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m.in. zesciezka dziatania insulinysciezka NF-«B, sciezka MAPK i $ciezka Grb/Ras (28, 55,
82, 150). Uwaa sk, iz biatka SOCS sistotnymi regulatorami sygnalizacji i drég aktywac
wielu wewnratrzkomaorkowychsciezek dziatania cytokin (121, 122). Dlatega tmaburzenia w
dziataniu czynnikbw SOCS magodgrywa& szczegolnie istotnrole zarowno w dziataniu
samejsciezki Jak/Stat i regulacji procesu zapalnego, jakiakdnia szeregu innycitiezek, a

przez to utrzymaniu homeostazy i fizjologicznegnst pobudzenia i reaktywfm komorki.

Znanych jest wiele przyktadéw schofizev ktérych biatka SOCS petnistotrm role w
przebiegu choroby. Wykazano m.inz,30CS3 mee pein¢ funkcjg czynnika ochronnego w
przypadku miadzycy, zapalenia okgnicy i innych chorob zapalnych (49, 104, 122)s za
hamowanie dziatania SOCS1 i SOCS3 w nerkach powaliowaostrzenie choroby,
powodujc zwiekszory wrazliwo$¢ i odpowied komdérek na dziatanie mediatoréw zapalnych
(61). Take Egan i in. (39) wykazali zaangavanie SOCS1 w regulacgapalenia stawéw w
mysim modelu choroby, w ktorym catkowity knock-agnu korelowat z bardziej surowym
przebiegiem choroby. Co wiej, obserwuje sirowniez wycieszenie ekspresji niektorych
biatek SOCS w wielu nowotworach, w tym obemie poziomu ekspresji SOCS1 w guzach
litych i nowotworach hematologicznych (28) orazaku szyjki macicy, na skutek nadmiernej
metylacji promotora SOCS1, przy czym staphepermetylacji promotora pagiowat wraz z
zaawansowaniem choroby (142). Dowiedziono rowmai ochronnej SOCS3 i SOCS1 w
raku okeznicy, a take zwkkszonej metylacji promotora SOCS1 w szpiczaku nmogi
promotora SOCS3 w raku ptuc (170).

Wickszas¢ bada skupia st jednak nad ral SOCS jako czynnikow ofensywnych w
wielu schorzeniach. Wykazano m.in. podwgony poziom SOCS1 i SOCS3 w komoérkach
krazacych u chorych z krfeowa niewydolndcia nerek (122) oraz w reumatoidalnym
zapaleniu stawow (28) i toczniu rumieniowatym (SLE)04), a take zwhzek
podwyzszonego poziomu SOCS2 i SOCS3 w opécnoma hormon wzrostu i ugledzeniu
wzrostu u dzieci (44, 154). Inni badacze (82, 1243ugerowali z kolei,zi podwyzszona
ekspresja SOCS1 i SOCS3 watvobie prowadzi do nietolerancji glukozy i systengpw
opornaci na insulir, za& u chorych z przewlektchorola nerek obserwowano podwszory
ekspresj SOCS3 w monocytach i SOCS1 w limfocytach, przyntzpoziom obydwu
czynnikéw korelowat z pogorszeniem stanu nerek (11A7). Na podstawie innych bada
prowadzonych na szczurzym modelu FSGS, badaczezalske zwiazek wysokie] ekspresji
MRNA i biatka STAT1 z uszkodzeniem podocytow oraz\pyzszonego poziomu STAT3 i
jego ufosforylowanej aktywnej formy w komérkach kiikéw nerkowych, zazmianom w
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poziomie obydwu czynnikow transkrypcyjnych towarzgly zmiany w poziomie biatek
SOCS1 i SOCS3 (87). Sugeruje to,kianaliki nerkowe i podocyty magby¢ pierwotnym
miejscem powstawania odpowiednio STAT3 i STATL, yar tsamym aktywacjisciezki
Jak/Stat w nerce. Ponadto, wysoki poziom eksp&BAT3 i SOCS3 korelowat z ostia
takich chorob jak: choroba Crohna i zespot wrzgdeego jelita, astma, atopowe zapalenie
skory czy alergie (3, 78, 113). Wykazano rownaigta ekspresj SOCS3 w przewlektej
biataczce mieloidalnej i chtoniaku, co czyni biats®CS doskonatym celem dla lekéw w
samej choroby (3). Niespliwe jest zaangawanie sciezki Jak/Stat w patomechanizmy i
progres¢ wielu choréb nerek, w tym nefropatii cukrzycowejyctoczniowej, przewlekiej
choroby nerek, krecowej niewydolnéci nerek czy idiopatycznego zespotu nerczycowego,
zas wiasciwa regulacja czasu i intensyw#to dziatania tejsciezki warunkuje utrzymanie
komérki w stanie fizjologicznego pobudzenia i hamaova sygnalizacji mediatorow

wewnmtrzkomaorkowych.

Jak pokazu ostatnie badania (112), nieprawidtowa regulacj@ahgvna sciezki
Jak/Stat stanowimaze réwnie: jeden z mechanizmoéw zaamgavanych w rozwagj steroido-
opornaci u dzieci z 1ZN. Badacze zanotowali podiygony poziom ekspresji elementow
sciezki, w tym kinaz Jak, czynnikdw STAT i SOCS, azakszeregu czynnikdw zapalnych, w
tym interelukin, czynnikOw wzrostu i receptoréw wugie pacjentow z IZN w poréwnaniu z
grupa kontrolm. Po 6-tygodniowej terapii steroidowej, pacjentéwdpielono na grup
steroido-wraliwych i steroido-opornych i zaobserwowand, w grupie SWZN poziom
ekspresji wszystkich analizowanych czynnikéw spdaltpoziomu poréwnywanego z geup
kontrolma, sugeruic normalizagi procesu zapalnego, £awv grupie pacjentow SOZN
ekspresja czynnikbw SOCS3 i SOCS5 utrzymywatavsiiaz na wysokim poziomie, przy
spadku ekspresji pozostatych elementéw. Cec®ji zanotowano podwgzony poziom
SOCS3 w monocytach i SOCS5 w leukocytach, zarévanparziomie mRNA, jak i biatka,
zas ekspresja tych czynnikow korelowata z utrzyaoym sk biatkomoczem w badanej
grupie chorych. Sugeruje to odmignmegulacg ekspresji SOCS3 i SOCS5 w grupie
pacjentow steroido-opornych, jake poziom czynnikow transkrypcyjnych STAT dla tych
inhibitorow znajdowat si na fizjologicznym poziomie poréwnywalnym z gesugontrolm.
Mechanizmy regulacyjne dla ekspresji bialek SOCSggmobejmowa przypuszczalnie
zaangaowanie innych czynnikow indukagych kadz chronikcych przed degradagja take
zmiany w sekwencji samych gen®OCS3 SOCS5wptywajace na cigla ich ekspresj w
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badanej grupie chorych. Szereg innych Wadewodzi, # czynniki SOCS maog by¢
wzbudzane przez ligandy nie dzialsg poprzez aktywaggciezki Jak/Stat (28, 43, 115) oraz,
ze mog one stanowi substraty dla enzymoOw dziadaych pozad sciezka (53). Wykazano
m.in., ze SOCS3 jest substratem dla dziatania kinazy tyroesj indukowanej przez
kompleksy immunologiczne (IC) w nerkach, co podtnzye aktywaci sciezki MAPK przez
SOCS3, a tym samym czyni go nieslraym na dziatanie inhibitora syntezy biatek,
sugeruyjpc wczesn i szybky indukcg SOCS3 przez IC (55). Z drugiej strony, istaiej
doniesienia (43, 78) o tymy; fosforylacja SOCS3 przez kinazy powoduje spadgk jeosci i
czasu pottrwania w komoérce, Zaprzednie zwizanie s¢ nieufosforylowanego SOCS3 z
elongim-BC, w procesie kierowania elementéw regulowanyehep SOCS3 na szlak
ubikwitynacji, stabilizuje SOCS3 i chroni przed dadacy. Autorzy wykazali réwnig, ze
ewentualna mutacja i brak Lys-6 wn&chu biatkowym SOCS3 czyni go opornym na
proteolityczr degradagj. Dowiedziono take, z SOCS2 mee regulowd degradagj innych
biatek SOCS, w szczegélém SOCS1 i SOC3, przypuszczalnie poprzez oddziatyeva
odpowiednimi domenami pordzy biatkami (43, 82). Analiza sekwencji¢§zi kodupcej
SOCS3 w niniejszej pracy nie wykazata jednak znmartacyjnych u pacjentow wadnej z
badanych grup, Zau jednego pacjenta z grupy SOZN zidentyfikowandngemutacg w
czesci IUTR. Mutacja ta posiadata status heterozygotyzostata prawdopodobnie bez
wptywu na podwyszony poziom ekspresji SOCS3 u tego pacjenta, akoie wys¢powata

u pozostatych pacjentéw z grupy.

W zwiazku z badaniami Ostalskiej-Nowickiej i wsp. (112ano zauwayé, ze take
inni autorzy wskazujna czynniki SOCS3 i SOCS5 jako na potencjalne sebgpeutyczne w
chorobach przebiegajych z dysfunkej immunologiczia (33, 43). Uwaa Sk, ze czynniki
SOCS - ogolnie -gzwigzane z aktywagj komérek jednajdrzastych (PBMC) w procesie
zapalnym w chorobach nerek i uznawaaea gtdwne czynniki regulage i odpowiedzialne
za przeycie limfocytéw i monocytow (122). Co ciekawe jetdnso wianie czynniki SOCS3
i SOCS5 zostaty wielokrotnie opisane jako swoistarkery dojrzewania i tmicowania
dwéch odmiennych populacji limfocytow T pomocnicly€Th): Th i Thy. Wczesne etapy
ktére w odpowiedzi determinujdalsze rénicowanie limfocytow w kierunku Thlub Thy,
wykazupcych specyficzne profile cytokinowe (135). Niezniwowane limfocyty T (CD4+)
produkup niewielkie ilcsci biatek SOCS, ale ich #aicowanie w kierunku jednego z dwoch
fenotypOw pociga za sohp znaczne zmiany w poziomie ekspresji odpowiednighody
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czynnikdw SOCS. Komorki, ktére masgta sie limfocytami Th, produkuj zwigkszory ilosé
SOCS5, zate, ktore ranicuja sie w kierunku limfocytow Th, produkug SOCS3 w iléciach
ponad 20 razy wkszych, anieli ma to miejsce w limfocytach Thprzy czym ilgci SOCS3
w komodrkach Th sa praktycznie niewykrywalne (33, 40). Dlatega ®OCS3 jest markerem
fenotypu charakterystycznego dla odpowiedzi typumbralnego Th za SOCS5 — dla
fenotypu odpowiedzi typu komdrkowego 1183, 40, 126). Pomadzy limfocytami Th i Thy
istnieje pewien antagonizm, co oznacza)itokiny i mechanizmy regulage ich sygnalizagj
w jednym typie wptywa ujemnie na rozwo0j drugiego, a antagonizm tego idglzania
wyklucza jednoczesne pobudzenie obydwu typéw odpdavi (71). Subpopulacja Th
charakteryzuje s8i wydzielaniem diaych ilosci m.in. IL-2 i IL-12, ktérych sygnalizacja
odbywa st na drodze aktywacji odpowiednio STATS5 i STAT4, oratast fenotyp Th
pobudzany jest przez produkcpwickszonych ildci IL-4, IL-5 i IL-13 (135). Regulacja
pomiedzy fenotypami Thi Thy nie jest jednak wynikiem ohienia pierwotnej ekspresji
interleukin, ale wynikiem funkcjonalnych zmian naodze hamowania dziatania cytokin,
regulowanego wanie przez czynniki SOCS. Wykazane aktywacja STAT6 pod wptywem
dziatania IL-4 jest selektywnie ostabiona w subgapu Th; wskazujc na to, & status
receptora dla IL-4 (IL-4R) podczas patmowe] indukcji r&nicowania komorek ma
decyduacy wptyw na dojrzewanie limfocytéw Th135). Badania pokazyjiz dzieje s¢ to
przypuszczalnie za sprawSOCS5, ktory wize sk bezpdrednio do cytoplazmatycznego
regionu receptora IL-4&8 co sugerujeze jest on specyficznym substratem dla SOCS5, a
wiazanie to redukuje rekrutacjkinazy Jakl do receptora IL-4 i hamuje powstawanie
fenotypu Th, promupc odr&nicowanie limfocytow naiwnych w kierunku TH3). SOCS3
natomiast w gtdwnej mierze blokuje sygnalizaltj-12, dziatajcej przez STAT4, promag

w ten sposoéb fenotyp 143, 78).

Szereg bada ukazuje jednale, ze w utrzymaniu homeostazy pagdezy obiema
subpopulacjami komérek bierze rowhnigktywny udziat biatko SOCS1, chgego rola w tym
procesie nie jest do koa jednoznaczna. W odmiieniu od SOCS3 i SOCS5, ekspresja
SOCS1 zachodzi zaréwno w limfocytach, Tfak i Th, niemniej SOCS1 ulega szczegdlnie
wysokiej ekspresji tylko we frakcji Th regulupc jej r&nicowanie w sposéb negatywny.
Wykazano, 2 SOCS1 hamuje specyficznie sygnalizatfN-y w limfocytach Th nawet
silniej niz SOCS3, co w efekcie, na drodze klasycznegoe¢gprza zwrotnego, ogranicza
takze sygnalizag IL-12, aktywupcej STAT1 - podobnie jak IFN; cha sama jej
sygnalizacja nie prowadzi pierwotnie do wzbudze8@CS1. Déwiadczalnie wykazano
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ponadto,ze knock-out genu SOCS1 powoduje nadiwes¢ komorek zarowno na IFN-
jak i na IL-12, a tym samym przesgaie rownowagi w kierunku fenotypu Ti43, 78). Inni
badacze wykazali jednak,z iSOCS1 w pewnym stopniu m® rownie promowa
réznicowanie komorek Thna drodze hamowania w nich aktywacji STAT6, zaég od IL-4.
Wykazano bowiemze SOCS5 hamuje aktywacBTAT6 i sygnalizagj IL-4 efektywnie i
samodzielnie tylko w komoérkach Thza w komodrkach Th dziatanie to objawia siz
mniejsz sita, dlatego sugeruje giiz to wiagnie SOCS1 stanowi w tym procesie czynnik
pomocny dla SOCS5. Oddziatywanie to potwierdzitddnaa Alexander i Hilton (3), ktorzy
wykazali, z podwdjny knock-out SOCS1 i jednego z dwoch czydwikSTAT — STAT4 lub
STAT6, regulowanych przez SOCS1, wykazuje efekt ramty na komorki przed
szkodliwym dziataniem cytokin, wykorzystaiych do sygnalizacji odpowiednie biatka
STAT. Innym mechanizmem bezpedniej promocji fenotypu Thprzez SOCS1 jest
sygnalizacja IL-6, wydzielanej w dych ilosciach przez same limfocyty THhL-6 indukuje w
nich jednoczénie SOCS3 i SOCS1, ktéry zwrotnie hamuje sygnajlizeeN-y (78). Pomimo,
iz wykazanoze nadmierna ekspresja SOCS3zmbamowa zwrotnie sygnaliza¢jIFN-y, w
odr&@nieniu od SOCS1 nie jest jego specyficznym inhileito, za efekt pobudzenia jednego
z nich nie mae by zastpiony przez pobudzenie drugiego (3). Istnieje r@urteoria o
krzyzowym hamowaniu przez SOCS1 sygnalizacji zarowno-tFk i IL-4, co dowodzi
tego, ¥ SOCS1 dziata jakatznik pomédzy dwoma odmiennymi typami komorek Thgac
sciezki sygnalizacyjne cytokin, nawet tych o przeciwstgeh efektach dziatania (154).
Ciekawym aspektem pobudzenia immunologicznego wekscie regulacji dziatania cytokin
jest réwnie zjawisko steroido-oporroi, jako ze wykazano, 2 to same cytokiny i ich
wzajemne oddziatywania megndukowa& oporna¢ na steroidy (25). Wykazano bowiem, i
wspotdziatanie IL-2 i IL-4 mge powodowa lokalma opornag¢ na glikokortykosteroidy w
postaci obrionej zdolnéci wiazania leku przez receptor steroidowy (GR) w limfach T,
przy czymzadna z tych cytokin pojedynczo nie indukuje takiegmwiska. W tym samym
badaniu dowiedzionoze analogiczny efekt, ale w monocytach, wywotujelR-(16). Co
wiecej, inne badania sugesujll), z w podocytach dochodzi do ekspresji receptoraldi il
IL-13, a ich aktywacja przez cytokiny m® prowadzt do uszkodzenia btony szczelinowej i

skutkowd biatkomoczem.

Pomimo,  nadal nie jest do Kma pewne, czy aktywacja limfocytéw T stanowi skutek
czy przyczym choroby, skorelowano pobudzenie dkoeych frakcji limfocytow T w
zaleznosci od ostrdci przebiegu IZN czy obecdo nawrotéw i remisji biatkomoczu.
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Niektorzy autorzy uwzaja, iz steroido-wraliwos¢ wiaze sk z aktywacy limfocytow T i
rozwojem procesu zapalnego, skugioymi wyzszym poziomem pobudzenia ukfadu
immunologicznego w poréwnaniu z pacjentami steragornymi, ale jednoczeie dobg
odpowiedza na klasyczne leczenie immunosupresyjne i padmayprognoza (167). Ci sami
autorzy sugerygj jednoczénie, ze okoto 3-krotnie riszy poziom czynnikOw zapalnych
obecnych w moczu pacjentéw steroido-opornych w wasehiu z -wraliwymi $wiadczy
moze o0 nieimmunologicznej etiologii SOZN. Bai cz$¢ autoréw podkréda jednak raod
prawidiowego zrownowgenia populacji komorek efektorowych i regulatoroWwyav
przebiegu IZN w konteicie rokowania dla pacjentow (7, 23, 81, 173), jakoupaledzone
funkcjonowanie limfocytow T regulatorowych £§ u pacjentow z MCD unienitiwia
wiasciwa regulacg limfocytow T efektorowych (J), a tym samym skutkuje wzmom
produkcp cytokin. Co wecej, w trakcie nawrotow obserwowano - pomimo porgwalnych
ilosci - obnizong zdolna¢ limfocytow Tieg do hamowania limfocytow ek, przypuszczalnie za
sprawg dziatania IL-10, produkowanej w dych ilosciach przez pobudzone komorkied a
ktérej ilos¢ jest obnkona u pacjentéw z MCD (7). RolL-10, jako potencjalnego czynnika w
steroido-oporngci, wydzielanej gtownie przez frakcjimfocytow Thy, potwierdzili te: inni
autorzy (17). Powszechna jest opinia,immunosupresyjne dziatanie glikokortykosteroidow
opiera st w gtdbwnej mierze na hamowaniu odpowiedzi typu,Tdtym samym pwednim
promowaniu fenotypu Th badz bezpdrednio na drodze promowania komérek naiwnych do
odranicowywania st w kierunku Th (119). Dlatego te zjawisko steroido-oporrsoi maze
ttumaczy zaburzenie homeostazy pauaizy tymi dwoma frakcjami i przesugie réwnowagi
w przeciwnym kierunku, z fenotypu Thw kierunku Th, pomimo stosowania steroidéw
(145). Badania (23) nad spektrum cytokin ulegggh ekspresji w IZN dostarczyty informacji
0 przesungciu odpowiedzi immunologicznej w kierunku fhu pacjentdow z FSGS nie
odpowiadajcych na leczenie steroidowe oraz w trakcie nawrpygodczas gdy diugotrwata
remisja zwizana byta fenotypem FhPodobr zaleznos¢ notowali take inni autorzy (27,
145), ktérzy donidi o dominacji fenotypu Thu pacjentow steroido-wiwych i fenotypu
Thy u pacjentéw steroido-opornych,szZaama i in. (79) zalecajmonitorowanie wzajemnego
stosunku iléciowego obydwu frakcji jako wskaika odpowiedzi na terapisteroidow.
Doniesienia te potwierdzayowniez badania Zachwieja i wsp. (172), ktérzy zaobserwowa
role IL-2 w patogenezie IZN. Interleukina ta powodowatéeprawidiowa ekspans
limfocytow Thy, ktore byly przypuszczalnierédtem kezacych limfokin, mogcych wptywa
na przepuszczaldé kigbuszkowej bariery dla biatek (47). Ponadto, pogszpny poziom IL-

2 byt wyznacznikiem nawrotéw biatkomoczu i ostryepizodow IZN u dzieci, ZalL-4,
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promupca fenotyp Th tagodzita tworzenie potkstycow w nerkach i obaata biatkomocz
(79, 158). W czasie nawrotow IZN obserwowana bgarepresja receptora dla IL-12, co
sugeruje wczegnaktywacg limfocytéw CD4+ w kierunku fenotypu TH23). Wydaje €, ze
nawroty IZN i oporné¢ na steroidy zwazane § z profilem Th roOwniez ze wzgkdu na czste
alergie i choroby atopowe towarzyse IZN, a ktorych markerem jest gtownie czynnik
SOCS3 (23, 40).

Zaburzenia w homeostazie limfocytow T wyntkaoga rowniez z nieprawidtowej ich
regulacji przez kizace limfocyty B i zaktocé w komunikacji pomgdzy nimi, ch@ nadal to
limfocyty T pozostaj frakcja 0 decydujcym znaczeniu dla patofizjologii schorzenia (42).
Udziat limfocytbw B w patogenezie i oporuwd na steroidy w IZN potwierdza m.in.
zastosowanie przeciwciala monoklonalnego anty-CD3pgecyficznego dla antygenu
obecnego wwycznie na limfocytach B. Okazalogsbno skuteczne nie tylko w leczeniu
pacjentow steroido-opornych i steroido-zalgch, ale take w przypadku pacjentéw, ktorzy
nie odpowiadali na pozostate leki immunosupresyf®. Take zmiany w ildci i rodzaju
wytwarzanych przez limfocyty B immunoglobulin wptgy przypuszczalnie na fenotyp i
przebieg choroby. Notowano spadeksdioprzeciwciat klasy IgG, a tak spadek stosunku
IgG:IgM u pacjentow z estymi nawrotami oraz opornymi na steroidy (127).RAzano te,
iz IL-4 i IL-5 wraz z czynnikiem transkrypcyjnym IRKZnanym te jako MUM1) petni role
przehcznikow klasy przeciwciat z IgG na IgE, wytwarzahyprzez limfocyty B, (23, 71,
172). Wykazanoze w proces ich dojrzewania zaangaany jest m.in. czynnik SOCS1 (3,
99) oraz, ze podniesiony poziom IgE towarzyszyt nawrotom u jgatow z I1ZN z
rozpoznaniem MCD, co wedtug autorow badaoze stizy¢ za marker nawrotéw lub samej
steroido-opornéci (133). Pozostaje to w pewnej sprzecana wigkszacia doniesié o
ochronnej roli IL-4 i dominacji fenotypu Fhu pacjentéw wraiwych na terapj steroidow.

Z drugiej jednak stronyswiadczy¥ moze o0 pobudzeniu obydwu typéw odpowiedzi
immunologicznej rownoczeie, co sugeruje zwkek zaréwno aktywri@i Thy, jak | Thy, z

nawrotami biatkomoczu i opor&aia na steroidy.

Teorig takie] jednoczesnej, pozornie wyklucgaj sk, aktywacji potwierdzity
doniesienia innych autorow (8), wedtug ktérych fiajologia IZN czy remisje nie zawsze
charakteryzuj si¢ zwiazkiem z frakcy komodrek Th. Zasugerowali oni,zi za zmienny
poziom ekspresji cytokin w surowicy nie zawsze omliaolap tylko i wytacznie limfocyty T,
jako ze maze on by rowniez wynikiem aktywndci pozostatych typoéw komorek, w tym

monocytow, komérek dendrytycznych i eozynofilbw,dzajem mitogenu iytego do
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stymulacji cytokinin vitro, a take czasem inkubacji. Ponadto, wykazali ouibrak jest
jednego specyficznego profilu cytokinowego,Tlab Thy u pacjentéw w remisji lub w
nawrocie, a co wrcej, zaobserwowali podwgzony poziom jednoczeie IFN«y i IL-4 u
niektorych pacjentow w trakcie remisji, co sugerwjeecné¢ obydwu tych fenotypdw
rownoczénie (8). Uzyskane przez Ostadskowicka i wsp. (112) wyniki podwsgszonej
ekspresji SOCS3 i SOCS5¢dacych markerami przeciwstawnych frakcji limfocytovh, Tu
pacjentow steroido-opornyckwiadczy mog zatem o zaburzeniach w trakcie pobudzenia

uktadu immunologicznego i w jego regulacji w tejigie chorych.

Wspomniana interakcja wydzielanych lokalnie cytopiomidzy sola i sam stan
zapalny mog indukow& zjawisko steroido-oporroi, ale take bezpérednie oddziatywanie
cytokin na $ciezke receptora GR dla lekéw steroidowych imointerferowa z jego
translokacy do jadra komorkowego i zaklocaprawidiowe dziatanie (114). Wspomniany
efekt indukcji sterodio-oporsoi przez 4czne dziatanie IL-2 i IL-4 zachodzi przypuszczalnie
na drodze obaenia zdolnéci wiazania glikokortykosteroidow (Gk) przez weawy im
receptor GR (72). Co ciekawe, badacze zaylWaz zjawisko to mae by odwracalne, gdy
komorki PBMC, od pacjentow ze steroido-oppastna, hodowandn vitro w surowicy bez
obecndci IL-2 i IL-4 z powrotem uzyskuaj zdolng¢ wigzania Gk przez GR. Warto #e
zwrockk uwag, ze w badanej grupie pacjentdw ze steroido-opaastny obserwowano
podwyzszony poziom obydwu interleukin, co potwierdza jeclesne pobudzenie
odpowiedzi Th i Thy. Inni autorzy (54) zaobserwowaliz ikombinacja IL-2 i IL-4 u
pacjentow ze steroido-oparrastmy indukuje w limfocytach T zwkszory ekspresj GRS,
bedacego postagi nieaktywrm receptora, powstaga na drodze alternatywnego splicingu,
dziatapca jak dominugca forma negatywna dla fizjologicznej formy @RAzrost ten jednak
byt zbyt maty, by mdéc indukowasilny efekt steroido-oporsoi, musialy wec uczestnicz§

w nim takze inne mechanizmy (54). Z drugiej strony Bantel.i(iL3) sugerwj, iz nadmierna i
wzajemnie nagdzapca st ekspresja cytokin przy niewystarcaag) ilosci GRo S

wystarczajce w indukcji nawet silnej sterodio-opokao

Czynnikiem istotnym w kwestii pomiaru doi aktywnego GR i ekspresji cytokin
wydaja sie by¢ frakcje badanych komorek. Autorzy wskazop to, £ u r&znych pacjentéw,
w przypadku ranych choréb i ich steroido-opornych fenotypéw, wpsfa odmienne
poziomy ekspresji receptora GR i jego zdaéhkiaviazania leku w zaleaosci od typu komorek
(36). Golevai wsp. (54) obserwowali szczegolnie okys ekspresj formy GR3 w
neutrofilach i 73-krotnie wiszy stosunek do GRw poréwnaniu z komérkami PBMC, a
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moze to wynik& z podwyszonego poziomu IL-8 w neutrofilach, wspomagaj przetrwanie
nieaktywnej formy GR w trakcie stosowania lekow steroidowych. Wedtug iDusp. (36)
wrazliwos¢ GR na dziatanie Gk w przebiegu SLE imoby¢ odmienna w limfocytach i
monocytach, a tym samym wplydvana ich efektywn&t. Inni autorzy sugerdj z&, iz

steroido-oporn& zwiazana z limfocytami T jest nabyta i jest efektemkitjpnalnych zmian,

jako ze wszystkie komorki posiadgjen sam gen dla GR (72).

Stosunkowo niewiele jest doniesi@a temat korelacji poziomu i zdokw wigzania
czasteczek leku przez GR u pacjentow z IZN oraz posdwtych danych pomdzy
pacjentami opornymi i wediwymi na dziatanie steroidow, gzawyniki tych bada nie @
jednoznaczne. Bagdasarova i in. (10) notowali zdimi ilos¢ receptorow GR u pacjentow
SOZN w poréwnaniu z grapSWZN, ch@ badania innego zespotu (27) nie potwierdzity tych
wynikow, nie otrzymujc istotnych ranic w ilosci GR i ich zdolnéci wiazania w grupie
pacjentow steroido-opornych, -wiavych oraz grupie kontrolnej. Tak zespot Harada i
wsp. (60) nie obserwowat xdic w ilosci i zagszczeniu receptorow GR na powierzchni
komérek PBMC, ché érednia ilg¢ receptoréw byta nieznaczniezekza w grupie chorych z
zespotem nerczycowym. Nie notowali oni ztekorelacji ilasci GR z obrazem
histopatologicznym, cliowedtug innych autorow (58) schorzeniaadee u podstawy IZN
mog by¢ jedm z przyczyn w rozbinosci w wynikach. Do pozostatych nake m.in.
podawanie lekow steroidowych pacjentom przed bashanktoére mog zakiocad ekspresj
GR i wplywa na wynik, czy fakt,i7 same glikokortykosteroidy magmniejsza ilos¢ GR
komdérce (16, 27). Wykazana; wysokie i przedtaajace se dawki egzogennych steroidéw
mog indukowa steroido-oporn& (58). Co wecej, bardziej wiarygodnym wskaikiem
anizeli ogolna liczba receptorow GR wydaje $iy¢ przeliczenie ich iléci na pojedyncz
komorke oraz poziom ich ekspresji, a tym samym efektysengako ze wysoki poziom GR
w komorce nie zawsze wskazuje na pozytywdpowied na leczenie i dobra prognp36).

Szereg donieste na temat steroido-oporém w kontelécie dziatania receptora GR
dotyczy réwnie zmian w samym receptorze i interakcji jegmezki z innymi kaskadami
sygnalizacyjnymi w komorce. Wykazana, transkrypt dla GR ulegamaoze alternatywne;j
inicjacji translacji i, poza standardowo wystijacymi formami GR i GRB, generowéa maze
dodatkowe izoformy, przypuszczalniezn@ w zalenosci od tkanki czy rodzajow komorek
(141). Inne badania dowiodty g@becnéci mutacji punktowej w genie dla GR w @bre
domeny wizacej DNA, u pacjentdbw ze szpiczakiem mnogim, co lkljet ekspreg
skroconej formy GR o matej stabilw i wyraznie nizszej zdolnéci wiazania Gk (16).
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Niemniej jednak, liczba genow w komorce, na ktaddzatup glikokortykoidy, sega nawet
100, a potencjalne wspoétdziatanie na drogach iclgnaljzacji stwarzaj okazje do
skomplikowanych i nie zawsze jednoznacznych intgrakDo sciezek, z ktérymi
oddziatywanie GR badane jest najadej w kontekicie opornéci na steroidy, nate m.in.:
sciezki pro-zapalne NReB i AP-1, sciezka MAPK, JNK i Jak/Stat. Wykazanoz wraz z
aktywacp sciezek NF«B i AP-1 w komérce malat stopiewigzania aktywowanego GR do
DNA u pacjentdow z zespotem nerczycowyms$ zmama aktywn tych sciezek byta u
pacjentow podwjszona i hotowano zwkszone wizanie obydwu czynnikow do DNA (26,
141). Ten sam zespot badawczy wykazat réwniee stosowanie lekow steroidowych
hamowato dziatanigciezek NF«B i AP-1 zarowno ja zaktywowanych, jak i transkrypgj
nowych czynnikow. Notowano sirkorelacg pomigdzy stopniem aktywacficiezek NF«B i
AP-1 z wielkdcia biatkomoczu, jednak nie do &oca wiadomo, czy biatkomocz stanowi
pierwotra czy wtOrry przyczyre aktywacji prozapalnychsciezek (26). Warto jednak
zauway¢, iz wigkszas¢ cytokin zaangszowanych w proces zapalany i przypuszczaln
indukcg steroido-oporngci w IZN regulowana jest transkrypcyjnie przez olglsciezki, a
zwor ich aktywacji mee by odmienny u pacjentow wibwych i opornych na steroidy
(141). Jak wynika z badaGR wspotzawodniczy wagirze komorkowym z czynnikiem NF-
kB 0 wspolne koaktywatory (16, 114), éhigtniep réwniez hipotezy, jakoby represja NEB
przez Gk byta niezalma od koaktywatoréw i zachodzita gtéwnie poprzeziaam w
acetylacji histonéw czynnika zapalnego. Zespot Bantvsp. (13) wykazat tezwickszony
stopier wiazania GR z AP-1, u pacjentow ze steroido-opastm w porownaniu z grup
reaguaca na leczenie, co prawdopodobnie zmane byto ze zwkszory ekspresj jednej z
podjednostek biatka AP-1 — c-Fos i zkézory fosforylach innej podjednostki — c-Jun.
Przypuszczalnie #e synergistyczne dziatanie IL-2 i IL-4 w indukcji esbido-opornéci
wiazat sig moze z mechanizmem wzbudzania ekspresji AP-hzagego i dezaktywuagcego
GR (72). Ponadto, wykazana, u pacjentow z astinsama IL-2 zapobiegata translokacji GR
do jadra komorkowego (54, 20) indukigj opornd¢ na Dexametazon, gaastosowanie same;j
IL-4 nie obngalo wraliwosci na lek. Przypuszczalnym mechanizmem ogramcCegjo
dziatania IL-2 na odpowiedna steroidy jest pobudzanie STAT5 na drodze syzpwi tej
cytokiny. Wielu autoréw wykazato interakcjGR ze $ciezka Jak/Stat poprzez czynniki
transkrypcyjne STAT, w tym gtownie STATS5. Obserwowa iz GR peini funkog
koaktywatora dla STAT5, a formowanie przez nieehmdimerow w gdrze komérkowym
wzmagato aktywn@& transkrypcyja STATS5 oraz chronito go przed de fosforykgci

zmniejszajc tym samym podatsé STATS na degradagji wydtuzajac jego czas pottrwania
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(54, 169). Co ciekawe, GRdzy st takze z innymi, powstatymi na drodze alternatywnego
splicingu, formami STAT5, ktore wzbudzajranskrypci genéw docelowych tylko po
zwiazaniu z klasycznymi formami. Jednak w formie uéoglowanej aktywniedcza sic one

do DNA i oddziatuy dtuzej niz klasyczne formy, co nmie by tym bardziej zintensyfikowane
przez hczenie z GR. Istothe w oddziatywaniu GR ze STAT#& jeie tylko wspomaganie
aktywnaci transkrypcyjnej STATS5 przez receptor, ale révinfakt, iz silna interakcja
pomiecdzy nimi zarbwno w cytoplazmie, jak i vidrze komérkowym, powoduje wzmong
akumulacg STAT5 w jadrze, co potencjalnie prowadzmoze do zwekszonej ekspresji
genow docelowych dla STAT5, w tym czynnika SOCS wikcej, interakcja GR ze STAT5
moze stanowt jedm z przyczyn niewrdiwosci na Gk na drodze hamowania receptora przez
STATS5 (54, 114). Jego oddziatywanie na GR obejnmjm. ograniczanie interakcji z GK i
rozbicie hczenia GR z DNA. Obserwowano ztanterakcje pomidzy GR a innymi
czynnikami STAT, m.in. STAT1, STA3 i STAT6, ale oea i efekt tych oddziatywanie &

do kaica poznane, cltoprzypuszcza gj ze jedynie 4czenie ze STAT3 wspomaga dziatanie
samego receptora i promuje jegoamdanie do DNA, natomiast interakcja ze STATL
prowadz¢ maoze do regulacji transkrypcji biatek frednich naciezkach obydwu czynnikow
(54, 114, 126, 141, 169). Przypuszczalnie, popraddziatywania z innymisciezkami,
elementy te mag rekrutow& wigksz ich ilos¢ i integrow& je na poziomie czynnikow
hamupcymi aktywacg i dziatanie receptora prawdopodobnie poprzez jegtorylacg (13,
141).

Inni autorzy upatryj przyczyn niedostatecznej lub braku odpowiedziteeogdy w IZN
nie tylko w sciezce dziatania samego receptora, alezeéakv nieprawidtowéciach w
farmakokinetyce dziatania i metabolizmie glikokdgteroidow w organizmie (16, 108).
Zanotowano jak dat ponad 50 polimorfizmow pojedynczego nukleotydiNP$ w genie
ABCB1dla P-glikoporoteiny, zwizanych ze zmianami w jej ekspresji i funkcji (38)je]
podwyzszona ekspresja, kontrolowana m.in. przezxdBEkorelowata u pacjentow z I1ZN z
oporndacia na leki steroidowe, alezaa Cyklosporya A i Cyklofosfamid. Badano tewptyw
SNP-0w w geni€€CYP3AS5 bioracym udziat w metabolizmie steroidow i choie odnotowano
statystycznych istotdoi w otrzymanych ogtasciach alleli, w jednym ze SNP-Ow
frekwencja allelu G, powodagego powstawanie krotszej alternatywnej splicingdaeny o
mniejszej aktywnéci enzymu, byla wisza w grupie pacjentéw opornych na steroidy w

poréwnaniu z wraiwymi (30).
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Ze steroido-oporriwia oraz z form kliniczna IZN powszechnie wazano réwnie
mutacje w genach kodigych biatka podocytow i skladniki dbuszkowej biony
szczelinowej. Przede wszystkim wskazywano na metacgenie podocynyNPHS2, ktore
wystepowaty u 10-28% dzieci z populacji kaukaskiej zeragycznym steroido-opornym ZN
oraz zwizane byly z wysipowaniem FSGS u dorostych (171). Inni autorzy wwyliazz
kombinacja 2 recesywnych alleli WPHS2determinuje wiek wysgpienia steroido-opornego
ZN, mianowicie wysfpienie przynajmniej jednej mutacji powodcgj skrocenie biatka
podocyny lub znanej homozygotycznej missensownéfojitR138Q prowadzi do pojawienia
sic SOZN jeszcze przed 2zr, ale ju wystapienie mutacji R138Q w formie heterozygoty
wraz z in, heterozygotycza mutach w NPHS2determinuje wyspienie SOZN w wieku
doraslejszym (22, 62, 109). Tak mutacje w genie podocyny, pojaviiag st niekiedy u
pacjentow z rodzinnym wrodzonym ZN, azane byty ze streoido-oporma, chat w duzym
stopniu ich obecri@ wydaje s¢ zalezna take od pochodzenia etnicznego, jake w
populacji japaskiej u pacjentéw ze steroido-opornym ZN nie notoavabecnéci mutacji w
NPHS2 za& w populacji chiskiej posiadato je zaledwie 4% badanych z tej gri48y 171).
Mutacje w innych genach biatlek czy czynnikdéw tragpkyjnych, majcych udziat w
budowie podocytéw czy utrzymaniu prawidtowe] stuuit btony szczelinowej obejmayj
m.in. zmiany w genie nefryn\NPHS), fofolipazaye-1 (PLCED) czy lamininy$-2 (LAMB2),
kojarzone z pojawieniemaiSOZN w wieku dzieegicym, a take rzadkie mutacje w genach
dla a-aktyniny-4 ACTN4 czy btonowego kanatu wapniowegd@RPC§, korelowane z
wystapieniem SOZN w wieku dorostym. Ponadto, mutacje emnagh podocyny, nefryny,
lamininy czy czynnika guza Wilmsa\MT1) wiazane g§ z samym podtzem i patofizjologa
zespotu nerczycowego, przy czym szacuje, se ich obecn& wyjasnia ponad 90%
przypadkow wrodzonego ZN i 66% przypadkow niem@mefo ZN (24, 54, 62, 108).
Sporadycznie obserwowano réwhiedefekty genetyczne w skladnikach ndacha
oddechowego mitochondriéw u pacjentéw z rozpozmankSGS, szczegodlnie u starszych
dzieci i oséb dorostych, przy czym uieask, iz mutacje w mitochondrialnym DNA powinny
by¢ brane pod uwagzwlaszcza u osOb bez mutacji w nefrynie, az¢ak pacjentéw ze

steroido-opornym ZN z FSGS lub przebiegsm ze szczegolnie @kimi objawami (53, 89).

Badania nad podiem steroido-oporrigi i w ogole reakcji na zastosowane leczenie u
pacjentow w wielu chorobach dowagzz wigksz rolg odgrywaa w tej kwestii modyfikacje
genetyczne w postaci polimorfizméw, w tym SNP-Owg@nach bezpgoednio lub pérednio
zaangaowanych w przebieg schorzenia. Dowiedziono m.irnazek 2 SNP-6w geni8OCS3
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za podatnécia na atopowe zapalenie skory (41), gxek obecnéci polimorfizmow lub
przypuszczalnych zmian w poziomie metylacji promatcSOCS1 u pacjentéw z
reumatoidalnym zapaleniem stawow (28), a zéakpowhzanie tzw. ,odwréconego
polimorfizmu”, powstaicego na skutek inwersji wkszego fragmentu, z reakapa wziewne
glikokortykosteroidy u pacjentow z asim(155). Innym potencjalnym biomarkerem
odpowiedzi na steroidy w IZN jest gen konwertazgiatensyny ACE), w ktérym warianty
polimorfizmu typu ins/del zwazane § z podwy:szory ekspresj genu, korelujca ze steroido-
oporndcia. Jednak uzyskane wyniki nig gdnoznaczne i uzalgione 8 w duzej mierze od
populacji i pochodzenia, a ponadto polimorfizm teaze by przypuszczalnie powzany z
innymi loci gendéw, majcych udziat w rozwoju steroido-oporsw (46, 132, 174). Tale
czgstsze wysfpowanie allelue2 w genie apolipoproteiny E (apoE), zaaimgmane] w
patogeneg i progres¢ uszkodzé tkanki nereki, u pacjentdbw ze steroido-opornym ZN
populacji tureckiej stey¢é moze za potencjalny czynnik prognostyczny, wymagaenak
zweryfikowania w innych grupach etnicznych (9). &@ste badania (130) prowadzone na
drodze sekwencjonowania exomu u 3 spokrewnionyatjeptach SOZN ujawnity tade
punktowe zmiany w dwdch potencjalnych czynnikach sweroido-oporngci: w genie
miozyny 1E MYOL1B, kodupcej biatko cytoszkieletu podocytéw, oraz w gem&IL1,
kodupcym ludzlky naprawcz endonukleaz DNA, chat badania te wymagapotwierdzenia u
wiekszej ilasci chorych. Istnigj takze doniesienia o wptywie polimorfizméw w genach
samych cytokin i czynnikow zapalnych, zaarmaanych w przebieg procesu zapalnego w
trakcie choroby. Akalin i Murphy (2) wykazali zggek SNP-O0w w IL-10 i czynniku
martwicy nowotworu (TNF), mapcych wplyw na zwikszory ekspresj cytokin, w
odrzuceniu przeszczepow nerki i steroido-opornymofigpie infekcji, za Jafar i in. (69)
obserwowali istotnie estsze wysipowanie okréonych alleli lub genotypéw w IL-4, IL-6 i
TNF-o u pacjentéw z 1ZN oraz ich pogdanie ze steroido-opornym fenotypem. Co ciekawe,
autorzy, ktérzy wykazali zwkszory ekspregi SOCS3 i SOCS5 u pacjentbw SOZN,
obserwowali take towarzysacy im podwyszony poziom zaledwie dwéch czynnikéw: IL-6 i
IL-20 (112). Zaréwno IL-6, jak i IL-20, nataca do rodziny IL-10, indukajpowstawanie
SOCS3 w diej ilosci w monocytach, w mniejszej w limfocytach, przyee zwrotnie przez
SOCS3 hamowana jest tylko IL-6 (43, 121). W badarm& obserwowano podwgzonego
poziomu pozostatych czynnikéw zapalnych ani eledsniciezki Jak/Stat w tej grupie
chorych, przypuszczalnie gd podwyszony poziom SOCS3 i SOCS5 #egodlegéa innym
niz przez cytokiny mechanizmom regulacji w grupie aitim-opornej lub wyniké& ze zmian

genetycznych w sekwencjach tych genow.
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Analiza sekwencji gendwbOCS3i SOCS5 przeprowadzona w niniejszej pracy nie
wykazata jednak mutacji punktowych, magch mi€ wptyw na fenotyp schorzenia, anizte
istotnych ré@nic w czstaci wystpowania alleli czy genotypéw w aflrie badanych
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu. W przypadkedynego zrénicowanego
polimorfizmu SNP w genieSOCS3(rs72899753), lemcego w obszarze 3'UTR genu,
otrzymano wysok wartas¢ ilorazu szans zaréwno dla allelu A (OR=2,23), ijalka genotypu
AG (OR=2,26), dla grupy pacjentow SOZN w poréwnarigrug SWZN oraz kontral,
jednak wzadnym z przypadkéw nie otrzymano istaiciostatystycznej (p=1,0). Obedto
alternatywnego allelu A nie jednak wazat si¢ z fenotypem steroido-opornym, jake allel
ten byt nieobecny zaréwno w grupie pacjentéw stereiraliwych, jak i w grupie
kontrolnej. W przypadku gen8OCS5wigkszas¢ wartasci OR zarowno dla alleli, jak i dla
genotypow, dla analizowanych SNP-6w oscylowata wokéutralnej wartéci ,1” i,
podobnie jak w przypadku gensOCS3 nie otrzymano istotrfoi statystycznych. Warto
jednak zauway¢, ze w przypadku SNP-u rs1777183&deego w czsci kodupcej eksonu2
genuSOCS5obserwowano estsze wysipowanie allelu A w obydwu grupach chorych z ZN
(OR=1,94; p=0,6908 dla genotypu AG i OR=1,88, p88%dla allelu A w grupie steroido-
opornej oraz OR=2,15; p=0,6707 dla genotypu AG i=QR7; p=0,6794 dla allelu A w
grupie steroido-wrdiwej) w poréwnaniu z grup kontrolm, co pomimo braku poziomu
istotnaici statystycznegwiadczy maze o zwihzku wyshpienia rzadszego w populacji allelu
A z podwyzszonym ryzykiem wyapienia zespotu nerczycowego (OR=2,03; p=0,4989 dla
genotypu AG i OR=1,96; p=0,512 dla allelu A dla gyuZN). Potwierdzenie tego

wymagatoby jednate przeprowadzenia analiz na liczniejszej grupieytia

Pomimo, £ w badaniach Ostalskiej-Nowickiej i wsp. nie obsawano podwyszonego
poziomuSOCS1w zadnej z badanych grup po zastosowaniu terapii ist@n®j, ze wzgidu
na szeroko wykazany w literaturze udziat SOCS1 mlagii wielu choréb o charakterze
zapalnym i utrzymaniu homeostazy we frakcjach lieyféw Th, w niniejszej pracy poddano
analizie sekwengjtakze tego genu. W przypadku jednego z dwéch SNP-6snzréwanych,
lezacego w obszarze niekodoym 5’'UTR genuSOCS1 o0 nazwie rs188754154, otrzymano
wysoka wartcc¢ ilorazu szans dla allelu T (OR=2,23) i genotypu &OR=2,26) dla grupy
SOZN w poréwnaniu z grapgkontrolra, a take wysokie wartéci OR dla allelu T (OR=3,05)

i genotypu AT (OR=3,01) dla grupy SWZN w porownagigrup kontrolm, ale take i w
tym przypadku nie otrzymano wagt istotnych statystycznie (p=1,0). Niemniej, ob&gen
allelu T w przypadku tego SNP-u korelowata wekgzym stopniu z obecicia zespotu
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nerczycowego awneli z jego fenotypem opornym lub wiavym na leczenie (dla grupy ZN
OR=2,15 dla allelu T i OR=2,19 dla genotypu AT)kqaze alternatywny allel T nie
wystepowat w grupie kontrolnej, Zgpojawiat s¢ w obydwu grupach badanych. Cocuegj,
uzyskano rownie szczegolnie niskie wadoi ilorazu szans w przypadku drugiego
zroznicowanego SNP-u w geni8OCS1(rs11549428)Jezacego w kodujcym obszarze
eksonu2, dla obydwu grup z ZN: dla allelu C (OR#£0,p=0,19) i dla genotypu GC
(OR=0,19; p=0,4915) dla grupy SWZN w poroéwnaniu rapg kontrolm oraz dla grupy
SOZN w porownaniu z grupkontrolmra (OR=0,36; p=0,5735 dla allelu C oraz OR=0,35,
p=0,5696 dla genotypu GC), jednak bez poziomunskot statystycznych. Pojawieniegsi
allelu C w obebie tego SNP-u w obydwu grupach pacjentéw z ZN (OR%; p=0,2110 dla
allelu C i OR=0,2; p=0,2097 dla genotypu GC w geugN) mae by interpretowane jako
wariant ochronny pod wzgdlem choroby, z drugiej jednak strony wysokie waitélorazu
szans dla allelu G (OR=2,8; p=0,5735 dla grupy SO@R=5,17; p=0,19 dla grupy SWZN
oraz OR=4,86; p=0,211 dla grupy ZN, w porownanigrapa kontrola) i genotypu GG
(OR=2,86; p=0,5696 dla grupy SOZN, OR=5,35; p=0X8la grupy SWZN oraz OR=5;
p=0,2097 dla grupy ZN, w porownaniu z grupa komipl stanowiacych warianty
przewaajace w populacji - rowniew grupie kontrolnej$wiadcz o niejednoznaczrioi tego
stwierdzenia i wynik& mogy ze zbyt matej liczebriai grup badanych. Natg przy tym
zaznaczy, iz grup kontrolm stanowili pacjenci bez zespotu nerczycowego, niejrm nie
znanym fenotypie odraie odpowiedzi organizmu na dziatanie lekow stevaigch, i byty to
osoby wybrane losowo z populacji pod tym wzigim. Co ciekawe, wygbowanie wariantu
C zamiast allelu G w tym polimorfizmie powodowalmiane w kodowanym aminokwasie z
glutaminy na histydygy a SNP ten znajdowat¢siw obrbie domeny SOCS-box biatka
SOCS1. Domena ta odpowiedzialna jest za integakcjelongim B i C w kontekcie
degradacji biatek zwzanych z SOCS, zaddziatywanie to chroni samo biatko SOCS przed
degradagj. Allel C wyskpowat jednak zaréwno w grupie pacjentéw SOZN, jak grupie
kontrolnej, bez istotr@i statycznych pomdzy nimi (p=0,5735). Podwa to tym samym
mozliwosé roli allelu C w tym SNP-ie zarowno odstoe wystpowania ZN, jak i odpowiedzi
na leczenie. Co wcej, analiza struktury gen$OCS1u pacjentow steroido-opornych
ujawnita catkowity brak spezen pomidzy dwoma zrénicowanymi polimorfizmami.
Struktura genil5OCS5wykazata natomiast catkowite spzenie pom¢dzy dwoma SNP-ami
(rs41379147 i rs41432848),zkeymi w obszarze 3'UTR genu, we wszystkich 3 grupach

badanych, oraz nieco stabsze pmania pomgdzy pozostatymi analizowanymi SNP-ami
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heterozygotycznymi w genie w grupie SOZN w porowonam grup SWZN i grup
kontrolm, cha zadna z wartéci nie osiagata istotnego dla spgzenia poziomu 70%.

Uzyskane wynikiswiadcz o braku istotnego wptywu genetycznego padiav postaci
polimorfizméw SNP na fenotyp steroido-oporny ZN zieti z populacji Wielkopolski, na
podstawie przedstawionych wynikow otrzymanych w amgah grupach. Warto jednak
nadmient, iz wedtug niektorych autorow SNP-y wyjdaja jedynie czs¢ udziatu w ryzyku,
a na ostateczny efekt matakze wptyw czynnikisrodowiskowe, ktdre wraz z czynnikami
genetycznymi wspotdziakajna drodze zmian epigenetycznych w kokték fenotypu i
efektéw terapeutycznych (37). Wedtug innych (1®Bdanie zwizku SNP-0w z podatioia
na chorok czy efekt leczenia jest wysoce sensowne, zwlasucpazypadku genow, ktore
wykazup udziat w etiologii choroby czy jej postaci. Coeagj niektorzy autorzy (35, 70)
sugeruy, iz sama wysoka waré ilorazu szans dla pewnych wariantéw nie jest jedaczna
z popraws metod Klasyfikacji ryzyka. Ttumaczeniezyka genetyki na warfciowe testy
stosowane w codziennej praktyce klinicznej przezgradw i wigciwe oszacowanie ryzyka
sa skomplikowanym procesem, niemniej identyfikacja@e czy alleli potencjalnego ryzyka
wptywa przede wszystkim na poznanie patomechanizrsémwego schorzenia, a to z kolei
przyczynia s; do poszerzenia wiedzy naukowcow i lekarzy na &mat i daje potencjalne

Sszanse ha opracowanie nowych, skuteczniejszychdnetaenia (77, 165).

Wykazana podwiszona ekspresja gen@®@OCS3 SOCS5w grupie pacjentow SOZN
moze jednak stanowibezpdrednie potwierdzenie na udziat zaburae dziataniu ukiadu
immunologicznego w patomechanizmach powstawaniaroidteopornego fenotypu
schorzenia u dzieci. Jednoczesna obscrabydwu czynnikow:SOCS3w monocytach i
SOCS5w limfocytach na wysokim poziomie, przy rowno&zee nie obserwowanej
podwyzszonej ekspresji pozostatych elementGwiezki Jak/Stat, §wiadczy maze o
nieprawidtowej aktywacji subpopulacji limfocytéw Tihutrzymupcym sk fenotypie TA,
pomimo stosowania immunosupresji w postaci glikofarsteroidoéw. Jest to zhiee z
wynikami bada innych autorow, sugeragych, ¢ steroido-oporn& u pacjentéw z I1ZN jest
przypuszczalnie nabyta i dotyczy w gtéwnej mienakji limfocytow T. Przypuszczalnieie
mechanizm ten zachodzi na drodze niezad¢ od SOCS1, jakae jego poziom w obydwu
badanych grupach (badania Ostalskiej-Nowiciej i Jvspe odbiegat od poziomu w grupie
kontrolnej. Jak wykazuaj badania, wysoki poziom ekspresfOCS3przy jednoczesnej
niewystarczajcej ekspresjiSOCSI1wywiera niekorzystny wptyw na funkcjonowanie frikc

limfocytow Tieg (33). Pomimo, 4 zarowno SOCSI1, jak i SOCS3, moby¢ wzbudzane
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wprawdzie przez te same cytokiny, okgzmog one dziaté poprzez czynniki transkrypcyjne
STAT charakterystyczne dla obydwu tych bialek SO@&atanie SOCS1 i SOCS3 jest
specyficzne i nie mae by zasgpione przez drugi czynnik w przypadku nieobewno
ktéregad z nich (3). Jednale przy braku obecroi wigkszaci mediatoréw zapalnych w
grupie pacjentéw SOZN, w tym cytokin charakterygtyech dla obydwu frakcji komorek Th,
a take w kontekcie wynikdw bada niniejszej pracy, sugergych brak jednoznacznego
wptywu polimorfizméw typu SNP na fenotyp steroidpeony, mogcych shiy¢ jako jego
specyficzne markery, przypuszczalnie jgdn przyczyn podwiszonej ekspresji genow
SOCS3i SOCS5mog by¢ zmiany w obgbie promotorow obydwu gendw. Na drodze
przeprowadzonych baflazidentyfikowano dwie nowe, nieznane gthisekwencje w okbie
promotora dlaSOCS3 region bogaty w pary nukleotydéw GC oraz motywgty w
nukleotydy AT, ktérych obecn¢ silnie korelowata z aktywrigia transkrypcyjma genu.
Jednoczénie usungcie z promotora fragmentu do tej pory uznawanegoistatny dla
przylaczania czynnikéw transkrypcyjnych STAT miato nielkie znaczenie, Zausungcie
obydwu nowo zidentyfikowanych elementow catkowizigsito aktywné¢ promotora genu
SOCS3(115). Z kolei inni autorzy (38) wykazaliz region bogaty w GC stanowi miejsce
przylaczania czynnika transkrypcyjnego Sp3, ale nie $pldodatkowo dowodzi udziatu
tego pierwszego w regulacji ekspreSiDCS3 Dowiedziono rownig zwiazku okrglonych
alleli w polimorfizmach SNP obecnych w promotorzeng SOCS3z reumatoidalnym
zapaleniem stawow (153) i atopowym zapaleniem skéty. Wykazano tate bezpérednie
dziatanie innych m STAT czynnikbw na potencjalne miejsca aktywacji promotorze
SOCS3J344), a nawet stymulagjivysepek CpG w DNA promotorowym w aktywa§ODCS1i
SOCS3w makrofagach (78). Zatem potencjalne zmiany nyjit@club r&nice w strukturze
samych SNP-6w w obbie promotoréw gendéw SOCS o przypuszczalnym udaveséeroido-
opornagci mog by¢ przyczyra odmiennej ich regulacji transkrypcyjnej lub wphdévaa

angaowanie dodatkowych czynnikow, pogeiezka Jak/Stat, w mechanizm ich ekspresii.

Uzyskane wyniki oraz przeprowadzona dyskusja dowgu#encjalnej roli wybranych
czynnikbw SOCS w zjawisku steroido-opo$oow idiopatycznym zespole nerczycowym u
dzieci, poprzez ich przypuszczalne zaawoganie w dystrybueji aktywacg poszczegolnych
subtypow komorek keacych o udokumentowanym udziale w patofizjologii @aenia.
Pomimo braku istotri@i statystycznych, uzyskane wyniki wskazuja pewne rinice w
strukturze polimorfizméw badanych genéw pedzy grum steroido-wraliwych i -opornych
pacjentow z IZN, co stanowi dodatkewnformacg dla badaczy i pole wigia do dalszych
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bada nad podieem steroido-oporrimi oraz samego IZN u dzieci. Co awgj, coraz
powszechniej uwe sk, iz badania genetyczne w nefrologii dziggj powinny sta sie

standardowym pogbowaniem, ukierunkowanym na poznanie mechanizmopodstaw
steroido-opornéci w przebiegu ZN, a tym samym wéjna state do diagnostyki w tym

zakresie.
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6. Wnioski

6.1. Brak mutacji w agciach kodujcych genowSOCS]1 SOCS3i SOCS5w grupie
pacjentow steroido-opornych, steroido-wiaych oraz w grupie kontrolnej nie
wskazywa na brak podiza genetycznego steroido-opogoiow zespole nerczycowym
w kontekcie zmian mutacyjnych badanych gendw. Mutacja betgyotyczna,
zidentyfikowana u pojedynczego pacjenta steroidorHopgo, leaca w rejonie 3'UTR
genu SOCS3przypuszczalnie nie miata wptywu na oporny fenosgimorzenia w tej
grupie chorych.

6.2. Wysokie wartéri ilorazu szans dla alleli i genotypéw dla polifimméw w genach
SOCS3 SOCS5i SOCS1 swiadczy moga o potencjalnym zvazku allelu A w
polimorfizmie rs 72899753 gertlOCS3Xe steroido-oporrigia oraz o zwazku allelu A
w SNP-ie rs17771838 gerOCS5i allelu T w SNP-ie rs188754154 ge®OCS1z
wystepowaniem zespotu nerczycowego w badanych grupachycih. Ze wzgidu na
brak istotngci statystycznych, SNP-y te nie mpgednak stay¢ jako specyficzne
markery steroido-oporgoi w badanej grupie pacjentéw z idiopatycznym zéspo
nerczycowym.

6.3. Stabsze powtania pomgdzy polimorfizmami rs3768720 i rs6738426 oraz r$FA) |
rs41489952 wyrsone mniejszymi warkziami R w genie SOCS5u pacjentéw
steroido-opornych w poréwnaniu z pacjentami stereidazliwymi oraz grup
kontrolm swiadczy¢ moga 0 potencjalnym zaangawaniu genu w zjawisko oporfm
na glikokortykosteroidy w tej grupie chorych.

6.4. Genetyczne podte steroido-oporn@i w IZN u dzieci badane w oparciu 0 zmiany
pojedynczego nukleotydu w genacBOCS]1 SOCS3i SOCS5 nie wykazato
jednoznacznego zwzku tych zmian ze steroido-opornym fenotypem chgrob
Jednake udziat badanych genéw w mechanizmie op&ioa glikokortykosteroidy w
tej grupie chorych jest prawdopodobnys$ zeodiaze genetyczne tego zjawiska meo

dotyczy¢ zmian w cgsciach promotorowych badanych gendw.
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8. Streszczenie

Idiopatyczny steroido-oporny zespoOt nerczycowy @w@n obecnie jedn z
najtrudniejszych w leczeniu chorotgkbiszkowych u dziecSrednio 20% z nich nie reaguje
na zastosowane leczenie, co jest glpwarzyczyrm utraty funkcji nerek i posgpu do
krancowej niewydolnéci nerek. Nieznane jest pod steroido-oporriei w IZN oraz brak

jest specyficznych, wczesnych markerow odpowiedzjgntow na leczenie steroidowe.

W niniejszej pracy poddano analizie 3 geny supmsersciezki sygnalizacyjnej
Jak/StatSOCS1SOCS3SOCS50 udokumentowanym udziale w etiologii samego 1K, i
potencjalnym znaczeniu w patomechanizmie sterophrfukci. Badania przeprowadzono na
3 grupach pacjentow: grupie 30 pacjentow steroidazhwych (SWZN), 41 pacjentach nie
odpowiadagcych na zastosowane leczenie (SOZN) oraz na 3@mtach grupy kontrolnej.
Podstawow technily byta metoda sekwencjonowaniag€z kodujpcych, magca na celu
okreslenie sekwencji badanych genow wzHej z grup. Analiza obejmowata identyfikacj
mutacji punktowych, a tale genotypowanie znanych polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (SNP) oraz okilenie r&nic w wystpowaniu okrélonych alleli i genotypéw
pomiedzy badanymi grupami, a tadk oszacowanie zwaku tych r@nic ze steroido-opornym

fenotypem IZN.

Genotypowaniu poddano wszystkie znane i opisane-yyNfRajduace s¢ w obrbie
zaplifikowanych regionéw genow, a ¢ei zarowno SNP-y lace w rejonach kodagych, jak
I te znajdugce st w nietranskrybowanych rejonach regulatorowych. |&aasekwencji
badanych gendéw ujawnita obedtgednej heterozygotycznej mutacji w rejonie 3'UTBng
SOCS3(ekson2+53C>A) u jednego pacjenta z grupy SOZNng& przypuszczalnie bez
wptywu na fenotyp grupy. Analiza polimorfizmow obewata natomiast 8 SNP-6w w genie
SOCS15 SNP-6w w geni&OCS3 18 SNP-6w w geni&OCS5z czego odpowiednio 2, 1 i
6 byto zr@nicowanych, pozostate g@osiadaty status homozygoty. Dla wszystkich SNP-6w

heterozygotycznych uzyskano zgoéiozestasici genotypow z prawem Hardy-Weinberga.

Dla jednego ze SNP-6w zndicowanych (rs188754154), Zgcego w obszarze
niekodupcym 5’'UTR genuSOCS1 otrzymano wysaok wartas¢ ilorazu szans dla allelu T
(OR=2,23) i genotypu AT (OR=2,26) dla grupy SOZNMo0wysokie warteci OR dla allelu T
(OR=3,05) i genotypu AT (OR=3,01) dla grupy SWZN,paréwnaniu z grup kontrolr,

chat zadna z wart&ci nie byla istotna statystycznie (p=1,0). Niemnmpecnéc allelu T w
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przypadku tego SNP-u korelowata wekgzym stopniu z obecBcia zespotu nerczycowego
anizeli z jego fenotypem opornym lub witavym na leczenie (OR dla grupy ZN=2,15 dla
allelu T i OR=2,19 dla genotypu AT), jake alternatywny allel T nie wygtowat w grupie
kontrolnej, za pojawiat s¢ w obydwu grupach badanych. Uzyskano rownszczegolnie
niskie wartdci ilorazu szans dla drugiego zrdcowanego SNP-u w geni&OCS1
(rs11549428)lezacego w kodujcym obszarze eksonu2, dla grupy SWZN w poréwnaniu z
grupa kontrolm (OR=0,19; p=0,19 dla allelu C i OR=0,19; p=0,4%il& genotypu GC) oraz
steroido-opornej w poréwnaniu z geugkontroln (OR=0,36; p=0,5735 dla allelu C i
OR=0,35; p=0,5696 dla genotypu GC). Pojawiente a@ielu C w obgbie tego SNP-u w
grupie pacjentéw z ZN (OR=0,21; p=0,2110 dla all€lu OR=0,2; p=0,2097 dla genotypu
GC) mae oznacza wariant ochronny pod wzglem wysipienia zespotu nerczycowego,
chat wysokie wartéci ilorazu szans dla przewaacego w populacji, rownie w
analizowanej grupie kontrolnej, wariantu G pozastajejednoznaczne odfie roli
ochornnej rzadszego wariantu C i wymagaptwierdzenia na liczniejszej grupie pacjentow.
Nalezy zaznaczy, iz grup kontrolrma stanowili pacjenci bez zespotu nerczycowego, niemn
0 nie znanym fenotypie odfmie odpowiedzi organizmu na dziatanie lekow sterwigch,
zatem wzgldem tej cechyasto osoby wybrane losowo z populacji. Ca:edj, wystpowanie
wariantu C zamiast G w tym polimorfizmie powodowataiarg w kodowanym aminokwasie
z glutaminy na histydyy) a SNP ten znajdowat¢sw obrbie domeny SOCS-box biatka
SOCS1. Domena ta odpowiedzialna jest zarowno zeraktg z innymi czynnikami w
kontelécie degradacji biatek zwzanych z SOCS, jak i chroni samo biatko SOCS przed
degradagj. Allel C wyskpowat jednak zaréwno z w grupie pacjentéw SOZN,ijakgrupie
kontrolnej, bez istotriei statycznych pomdzy nimi (p=0,5735).

W przypadku jedynego zraicowanego polimorfizmu w geni8OCS3(rs72899753),
lezacego w obszarze 3'UTR genu, otrzymano wysekartas¢ ilorazu szans zaroéwno dla
allelu A (OR=2,23; p=1,0), jak i dla genotypu AGRE2,26; p=1,0), dla grupy pacjentow
SOZN w poréwnaniu z grapSWZN oraz grup kontrolm. Przypuszczalnie allel A mie by

zZwiazany ze steroido-oporéca w tej grupie chorych.

W przypadku SNP-6w w geni8OCS5wigkszas¢ wartasci OR dla alleli i genotypow
oscylowata wokot neutralnej wada ,1”. Warto jednak zauwgy¢, iz w przypadku SNP-u
rs17771838, leacego w obszarze kodigym eksonu2, otrzymano wyze wartéci ilorazu
szans dla rzadszego wariantu A dla obydwu gruprahe(OR=1,88; p=0,6989 dla allelu A i
OR=1,94; p=0,6908 dla genotypu AG w grupie SOZN,QR7; p=0,6794 dla allelu A i
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OR=2,15; p=0,6707 dla genotypu AG w grupie SWZNzdtdr=1,96; p=0,512 dla allelu A i
OR=2,03; p=0,4989 dla genotypu AG w grupie ZN) wd@wvenaniu z grup kontrolra, co
swiadczy maze 0 zwhzku tego wariantu z wygbieniem zespotu nerczycowego, wymaga

jednak potwierdzenia na liczniejszej grupie padent

Analiza struktury gen8OCS1u pacjentow steroido-opornych ujawnita catkowitak
sprzzen pomkdzy dwoma zrénicowanymi polimorfizmami. Struktura gen®OCS5
wykazata natomiast catkowite spfenie pomgdzy dwoma SNP-ami (rs41379147 i
rs41432848), lescymi w obszarze 3'UTR genu, we wszystkich 3 grupbeldanych, oraz
okoto 50% stabsze powdania pomidzy SNP-ami rs3768720 i rs6738426 oraz rs3768720 i
rs41489952 w grupie SOZN w poréwnaniu z gr@VZN i kontrolry (odpowiednio 24 v. 50
i 47 oraz 9 vs. 16 i 15). Me to wskazywa na nieco odmienny wzér segregacji wybranych

polimorfizmdéw w tej grupie chorych.

Uzyskane wyniki wykazaty brak jednoznacznego wptypalimorfizméw SNP czy
mutacji w genachSOCS]1 SOCS3i SOCS5na podige steroido-opornego IZN, co
uniemealiwia ich zastosowanie jako specyficznych markeréwgzesnej odpowiedzi na
leczenie w tej grupie chorych. Jednakvyniki wskazuj na pewne rinice w czstaici alleli i
genotypdw poszczegolnych polimorfizméw pediy badanymi grupami, caviadczy maze
0 udziale badanych genéw w skomplikowanym i wiedspbzyznowym mechanizmie
opornaci na glikokortykosteroidy u dzieci z idiopatycznymespotem nerczycowym. Tym
samym stanowi to maze potwierdzenie hipotezy o rozwoju steroido-opécnma drodze
zaburzé immunologicznych. Niewykluczony jest rOwaievptyw zmian genetycznych i
epigenetycznych w regionach promotorowych ww. gereéwake przypuszczalna interakcja
z czynnikami dziatajcymi poza kaskagdsygnalizacyja biatek SOCS i wptywagcymi na ich

odmienr, sygnalizag w grupie pacjentow ze steroido-opornym IZN.
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9. Abstract

Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is one of thesmresistant renal diseases in
children. Approximately 20% of patients reveal sigresistance, which is the main cause of
end stage renal disease and loss of kidney. Thes lohssteroid resistance is currently
unknown and there are no specific biological maskehat could predict steroid

responsiveness early in children with INS.

Three suppressor genes of the Jak/Stat path®@CS]1 SOCS3and SOCS5with
documented involvement in the pathology of NS aedosd resistance, were examined in this
study. Patients were divided into three groups: stady groups of 30 steroid-sensitive
nephrotic syndrome patients (SSNS) and 41 steesstant nephrotic syndrome patients
(SRNS), and also one control group of 30 patients mo symptoms of NS or renal disease
of any kind. Sequencing of coding regions and paftfanking regions of geneSOCS1
SOCS3andSOCS5wvas performed. The aim of the study was to idemidint mutations and
known single nucleotide polymorphisms (SNP) andnestigate whether differences in
allele and genotype frequencies between two studyps and control group are related to

steroid resistance in INS.

All known SNPs were analyzed, including those inling and non-coding regulatory
regions of genes. The study revealed one pointrdmtgotic mutation in 3'UTR region of
SOCS3gene (exon2+53C>A) in 1 SRNS patient, however ipredbly with no impact on
steroid resistant phenotype of the disease. SNRsamaevealed 8 SNPs ®BOCS1gene, 5
SNPs inSOCS3gene and 18 SNPs BOCS5gene, of which 2, 1 and 6 were heterozygotic,
respectively. Frequency distribution values of laBeand genotypes in three study groups
were evaluated in terms of Hardy-Weinberg Equilibri Differences in genotype and allele
frequencies between both study groups and contoolpgwere evaluated using Fisher’s exact
test. Additionally, odds ratio (OR) values werecaddted, with 95% confidence interval (95%
ClI). Also the gene structure of analysed genes werformed using commercially available
software HaploView, based on Gabriel et. al alfponitand the results were shown & R

values as a measure of linkage disequilibrium (LD).

One of two heterozygotic SNPs (rs188754154) in cmding 5’UTR region oSOCS1
gene had high odds ratio values for T allel (OR32@nd for AT genotype (OR=2,26) in
SRNS group, and also high OR values for T allel #@R5) and AT genotype (OR=3,01) in
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SSNS group, in comparison with control group, hosvethey did not reach statistical
significance (p=1,0). The prevalence of T allelerelated more with appearance of NS than
with steroid resistance (OR=2,15 for T allele ar@=Q,19 for AT genotype, for NS group),
as T allele was absent in control group and waseotein both study groups. The study also
revealed low OR values for other SNP in coding aegdf SOCSlgene (rs11549428) in
SSNS and SRNS group in comparison with control gr@R=0,19; p=0,19 for C allele and
OR=0,19; p=0,4915 for GC genotype, OR=0,36; p=B57& C allele and OR=0,35;
p=0,5696 for GC genotype, respectively). The preserf C allele regarding that SNP in NS
group might stand for a protective variant for sedise, however high OR values for prevalent
in the population (including control group) G allefOR=4,86; p=0,211 for G allele and
OR=5; p=0,2097 for GG genotype in NS group) areomsestent with the hypothesis of
protective role of C variant and require confirroatiin a larger group of patients. It is
noteworthy saying that control group comprised et with no NS symptoms, however
randomly chosen regarding steroid resistance. M@mahe presence of C instead of G
variant in that SNP caused amino acid change friutamine to histidine and it was located
in the SOCS-box domain of SOCS1 protein respongdigrotein degradation and SOCS1
stabilization. However, C allele was present inhb@RNS and control group, without

statistical significance (p=0,5735).

There were high odds ratio values for the only be&rozygotic SNP iI8OCS3gene
(rs72899753), located in 3'UTR region (OR=2,23; @-fbr A allele and OR=2,26; p=1,0 for
AG genotype) for SRNS group in comparison with B8NS and control group. Presumably

A allele may be associated with steroid resistamdbis group of patients with NS.

Most of OR values for alleles and genotypes for SNFSOCS5Syene oscillated in the
vicinity of neutral ‘1’ value and none of them réad statistical significance. However, it is
noteworthly saying that in case of SNP rs1777188&ted in coding region of exon2, higher
OR values were obtained for rarer variant A forhbstudy groups (OR=1,88; p=0,6989 for A
allele and OR=1,94; p=0,6908 for AG genotype in SRiNoup, OR=2,07; p=0,6794 for A
allele and OR=2,15; p=0,6707 for AG genotype in SSioup, OR=1,96; p=0,512 for A
allele and OR=2,03; p=0,4989 for AG genotype in §Bup) in comparison with control
group, which may prove the relationship of thisiamatr with the occurrence of NS, but it

requires confirmation in a larger group of patients
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Structure analysis oB0CS1gene in SRNS patients revealed absence of linkage
between two heterozygotic SNESOCS5gene structure revealed complete linkage between
two SNPs in 3'UTR region of gene (rs41379147 add 482848) in two study groups and in
control group, define as haplotype block. Additibyahere were about 50% weaker linkage
values in two pair of SNPs, between rs3768720 a6d38426 and between rs3768720 i
rs41489952, between SRNS group and both SSNS ambkgroup (24 v. 50 and 47; 9 vs.
16 and 15, respectively), which may indicate ahshgdifferent patterns of segregation of

selected SNPs in this group of patients.

Presented results revealed lack of unequivocatenite of SNP polymorphisms or
mutations in analyzed genes on steroid resistamadiopathic nephrotic syndrome, so that
they cannot be used as specific biological markéesarly responsiveness to steroid treatment
in these patients. However, the results show soifferehces in allele and genotype
frequencies in chosen SNPs in analyzed genes betimeestudy groups and control group,
which might prove their contribution to complex rhaaism of resistance to steroid treatment
in children with INS. It might confirm the hypothesof immunological dysregulation in
steroid resistance, as well. Also genetic and ew@tge changes in promoter regions of
analyzed genes or interactions with other elemeey®nd the Jak/Stat pathway could affect
distinct signaling and biological action of SOCStgins in steroid resistant patients with
INS.
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Spis Rysunkow

Rys.1. Przyktadowa sekwencja w formie tekstowej
Rys.2. Przyktadowa sekwencja w formie pikow (elefdregram)
Rys.3. Przyktadowy elektroforegram z uktadem hetggotycznym pikow

Rys.4. Efekt rozdziatu produktow reakcji PCR #glu agarozowym, fragment SOCSIc,
matryce DNA wybranych pacjentow z ZN

Rys.5. Efekt rozdziatu produktow reakcji PCR aglu agarozowym, fragment SOCS5e,
matryce DNA wybranych pacjentow z grupy kontrolvajaz z kontrad negatywia

Rys.6. Wykresy przedstawige ilosci genotypow dla SNP-6w w gen8OCS1
Rys.7. Wykresy przedstawige ilosci genotypow dla SNP-6w w gen8OCS3
Rys.8. Wykresy przedstawige ilosci genotypow dla SNP-6w w genBOCS5
Rys.9. Wykresy przedstawigie ilcsci alleli dla SNP-6w heterozygotycznych w geSI®@CS1

Rys.10. Wykresy przedstawdap ilosci alleli dla SNP-6w heterozygotycznych w genie
SOCS3

Rys.11. Wykresy przedstawdap ilosci alleli dla SNP-6w heterozygotycznych w genie
SOCS5

Rys.12. Struktura genBOCSIdla grupy pacjentow SOZN
Rys.13. Struktura genBOCSHla grupy pacjentow SOZN
Rys.14. Struktura gerBsOCSla grupy pacjentéw SWZN
Rys.15. Struktura gensOCS5lla grupy kontrolnej

Rys.16. Struktura gerBOCS5la grupy pacjentéw steroido-opornych i steroid@aiwych
ujetych wspdlnie
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Spis Tabel

Tabela 1. Przebieg kliniczny choroby u pacjentoveteeoido-opornym zespotem
nerczycowym (SOZN)

Tabela 2. Stan kliniczny pacjentow ze steroidoalimaym zespotem nerczycowym (SWZN)
Tabela 3. Odczynniki wykorzystane do izolacji catii@go genomowego DNA

Tabela 4. Odczynniki wykorzystane do reakcji PCR

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR

Tabela 6. Wykaz sekwencji starterow, temperatur itbpnienia oraz dtugai
amplifikowanego fragmentu

Tabela 7. Etapy reakcji PCR dlazki@go z namnanych fragmentow 3 badanych genow

Tabela 8. Sktad mieszanin dla produktu reakcji R@R markera wielkéci, naktadanych na
zel agarozowy

Tabela 9. Odczynniki wykorzystane do przygotowanedu agarozowego i do rozdziatu
elektroforetycznego

Tabela 10. Warkei skzen docelowych matryc DNA dla poszczegodlnych odcinkéw
analizowanych genéw

Tabela 11. Odczynnikizayte do reakcji sekwencjonowania

Tabela 12. Sktad mieszaniny do reakcji sekwencj@msav

Tabela 13. Parametry programu reakcji sekwencjon@va

Tabela 14. Odczynniki wykorzystane do oczyszczproauktow reakcji sekwencjonowania
Tabela 15. Odczynniki wykorzystane do elektroforkagilarnej

Tabela 16. Warkei skzen i czystaci izolatdw DNA

Tabela 17. Informacje o mutacji zidentyfikowanegenieSOCS3

Tabela 18. Wykaz analizowanych polimorfizmoéw w gd¢n80OCS1SOCS3 SOCS5
Tabela 19. Cgstasci obserwowane genotypow i alleli dla polimorfizméngenieSOCS1
Tabela 20. Cgstasci obserwowane genotypow i alleli dla polimorfizméngenieSOCS3
Tabela 21. Cgstaéci obserwowane genotypow i alleli dla polimorfizméngenieSOCS5
Tabela 22. Wartai testuy’ dla SNP-6w w geni8OCS1

Tabela 23. Wartai testuy’ dla SNP-6w w geni8OCS3
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Tabela 24. Wartai testuy’ dla SNP-6w w geni8OCS5
Tabela 25. Wartei OR dla genotypow, dla gen@®OCS1, SOCS3 i SOCS5
Tabela 26. Wartei OR dla alleli, dla gen6BOCS1, SOCS3 i SOCS5
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Zalacznik 1. Zgoda Komisji Bioetycznej na prowadzerael# naukowych

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 119/11

Na podstawie preepisiw Ustawy t dnia 5 grudnia 1996 v. o .;rwoduch lekarza i lekarza dentysty (Dz. U, 1997, Nr 28, poz. 152); Rogporzqdzenia Ministra Zdrowia | Opieki Spolecinef ¢
dnia 11 maja 1999r. w sprawie ryeh zasad. ia oraz trybu diialania komisji bivetycenych (Dz. U Nr 47, ;m._dSli) Rogporzqdzenia Ministra Zdrowia
dnia 11 marca 2005 r. w sprawie szczegdlowyeh wymagan Dobrej [‘rnh}ki Kiinicenef (Do U. 2005, Nr 57, poz. 500); Usmm z d’mn 6 umsnm 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz. U. ©
2004r. Nr 53, poz. 533 ze zm.); Rozporzqdzenia Ministra Finansow z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowinzk ” dpowiedzialnosci cywilnej badacza | sponsora
(Dr. U. 2004 ur 101, poz 1034 ¢ péén. zm.); Rezporiqdzenio Ministra Finanséw ¢ dnia 18 maja 2005r. ie ie w sprawie i

odpowiedgialnosci cywilnej lmfnt.,u i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia ¢ dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie sposobu prowadzenia badaii
Klinictnych ; udzialem maloietnich (Dz. U, 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporsdzenia Ministra Zdrowia © dnia 30 kwiewnia 2004r. w sprawie :g!aszmu‘a niespodziewanego cigikiego
niepotqdanego dziatania produktu leciniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); Rozporiqdzenia Ministra Zdrawia z dnia 4 Ju{apm{a 2008r. w sprawie wzordw dokumentiw preedkiadanyeh
w owigzku 1 badaniem klinfeznym produkn Icrmrczc,«,v oraz w sprawie wysokosci | i sposobu wiszezania opln.’ za rozpoczgeie badania klinicinego (Dz. U, Nr 201, poz. 1247), kierufqe sig
Zasadami it ia Badar Kli -GCP-gf iw oparciu o Helsiriskq.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 17 lutego 2011 r.

rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawif Pan:
dr hab. n. med. Michat Nowicki
w sprawie prowadzenia badan w

Katedrze i Zakfadzie Histologii i Embriologii UM w Poznaniu

Glowny badacz: mgr inz. Katarzyna Zaorska
Czlonkowie zespolu
badawczego: dr Bartosz Kempisty

dr hab. med. Michal Nowicki
mgr Matgorzata Jaroniec

Temat
badari: “Analiza zmian w sekwencjach genéw SOCS1, SOCS3i

SOCS5 u dzieci ze steroidoopornym zespolem

nerczycowym”.

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badan

Przewodniczqey Komisji

: 777
Prof. zg‘dx-h
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prof. dr hab. JANUSZ WISNIEWSKI

prof. dr hab. ROMAN SZULC

prof. dr hab. JANUSZ SZYMAS

prof. dr hab. WOJCIECH SLUZEWSKI

prof. dr hab. HENRYK WYSOCKI
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KOMISIA BIOETYCZNA
Pr7y

SKLAD OSOBOWY KOMISJI BIOETYCZNEJ

17.02.2011r.

Lp Imi¢ i Nazwisko

Specjalnosé

Miejsce Pracy

Przewodniczacy Komisji
prof. dr hab. Zygmunt Przybylski

medycyna sadowa

Katedra Medycyny Sadowej UM
ul. Swiecickiego 6, Poznari

Z- ca Przewodniczacego Komisji
2. | prof. dr hab. Janusz WiSniewski

filozof

Wydzial Nauk Politycznych i Dziennikarstwa
UAM, ul. Umultowska 89A, Poznan

3. | prof. dr hab. Roman Szulc

anestezjologia i
reanimacja,
otolaryngologia

1 Klinika Anestezjologii i Intensywnej Terapii
UM, ul. Dluga 172, Poznan

4. |prof. dr hab. Janusz Szymas

anatomia patologiczna

Katedra Patomorfologii Klinicznej UM
ul. Przybyszewskiego 49, Poznan

5. |prof. dr hab. Wojciech Stuzewski

pediatria,
neurologia dziecigca,
choroby zakazne

Klinika Chorob Zakaznych i Neurologii
Dziecigcej UM
ul. Szpitalna 27/33, Poznan

6. |prof. dr hab. Henryk Wysocki

choroby wewnetrzne,
kardiologia

Klinika Intensywnej Terapii Kardiologiczne;j i
Choréb Wewnetrznych UM
ul. Przybyszewskiego 49, Poznan

7. | dr hab. Maciej Krawczynski prof. UM

genetyka kliniczna,

Katedra 1 Zaktad Genetyki Medycznej UM

okulistyka ul. Grunwaldzka 55, Poznan
o ginekologia i Klinika Nieptodnosci i Endokrynologii
8. ldrhab. n. med. Robert Spaczyfiski potoznictwo Rozrodu UM, ul. Polna 33, 60-535 Poznan
. onkologia kliniczna, Klinika Onkologii UM,
% |demed. Plott Tomezak radioterapia ul. Eakowa 1/2, Poznani

10. | prof. dr hab. Pawet Checinski

chirurgia ogdlina,
naczyniowa i
angiologia

Klinika Chirurgii Ogélnej i Naczyniowej oraz
Angiologii UM, ZOZ MSWiA ul. Dojazd 34,
Poznan

11. | prof. dr hab. Janusz Paluszak

fizjologia kliniczna

Katedra i Zaktad Fizjologii UM,
ul. Swigcickiego 6

12. | ks. prof. dr hab. Jerzy Troska

teologia, etyka

Wydzial Teologiczny UAM,
ul. Wiezowa 2/4, Poznan

dr hab. Jerzy W. Ochmarnski prof.
UAM

prawnik

Wydziat Prawa UAM, ul. Sw. Marcin 90,
Poznan

14. | dr farm. Olimpia Klimaszewska

farmaceuta

Apteka ,,Kalifarm”

15. | Barbara Lipiak

pielggniarka

Z0Z Grunwald
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Zalacznik 2. Informacja dla opiekundéw pacjenta i forarmkwiadomej zgody na badania

INFORMACJA DLA RODZICOW/OPIEKUNOW PACJENTA

dotyczaca badaa genetycznych

Szanownal/y Pani/Panie,

Zespot lekarzy i wspotpracownikébw z Kliniki Kardmdii i Nefrologii Dzieckcej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu i Zaktadu Hegol i Embriologii UM w Poznaniu
zaprasza PagPana do udziatu w anonimowych badaniach klinichnyaérych celem jest
zbadanie gendw, ktére mogrzyczynig sic do rozwoju zjawiska steroido-opolud w
przebiegu idiopatycznego zespotu nerczycowego ecdzBadania te magokaza si¢ istotne
zarowno ze wzgdow poznawczych, jak i z punktu widzenia leczepegzwalagc na dobor
zindywidualizowanej terapii, ktora pozwolitaby naikniccie nieskutecznego leczenia i jego
skutkow ubocznych. W tym celu niegine jest wykonanie szeregu badaboratoryjnych,
ktore pozwaod na okrélenie zmian w sekwencjach wybranych gendw.

Jeli zaakceptuje Pan(i) nagszpropozycg udziatu w badaniu, informujemyze zostanie
wykorzystana probka krwi Pana(i) dziecka (o ctdsici okoto 5 ml) pobrana w celu
wykonania rutynowych bada morfologicznych, z ktorej zostanie wyizolowany lava
dezoksyrybonukleinowy DNA. Zostanie on wyizolowanyw celu analizy sekwencji
wyselekcjonowanych genow. DNAetlzie nasfpnie przechowywany w odpowiednich
warunkach w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Endboigii Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu.

Wszystkie dane personalnedh anonimowe.

W kazdej chwili maze Pan(i) wycofé si¢ z badania, a taka decyzja nie pgcie za sod
zadnego niekorzystnego dla Pana(i) ppstvania ze strony zespotu badawczego.
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Formularz swiadomej zgody rodzicéw/opiekundw pacjenta

na badania genetyczne

Ja, nkej podpisanyifnie i NAZWISKY .........ccoviiiiiiiii e e

dobrowolnie zgadzam ¢i na udziat mojego dzieckainfie i nazwisko dziecka
................................................................................ , PESEL ...ccoee.oooooooooo... W badaniu,
ktérego celem jest zbadanie gendw, zaaoganych w rozwdj zjawiska steroido-oposob

w przebiegu idiopatycznego zespotu nerczycowegniecd

Wyrazam zgod na:

- pobranie krwi w celu izolacji DNA,

- przechowywanie DNA,

- wykonanie badamolekularnych wyselekcjonowanych gendw,

- informowanie mnie o wynikach prowadzonych bada

Zdaje sobie spraw, ze informacje dotycze mojego dzieckasiezlzdne do oceny wynikéw
badania. Wyrazam zgod na przetwarzanie tych danych osobowych dla pottzatlania
(zgodnie z ustawo ochronie danych osobowych z dnia 29.08.1997JDar 133 poz. 883 z
pézn. zm.). W zamian nie ¢ol¢ roscit(a) praw do ograniczenia wykorzystania wynikow
uzyskanych podczas badania przeprowadzonych z mdmatem.

Wiem, ze mog w kazdej chwili wycof& sie z uczestnictwa w badaniu beadnych
konsekwencji dla mnie.

Data i podpis lekarza Data i podpis rodzicpacjenta
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Zalacznik 3. Ankieta dla pacjentéw z zespotem nerczygow

Idiopatyczny Zespdt Nerczycowy
Ankieta mgr inz. Katarzyna Zaorska, listopad 2010 (wedtug Prof. Dr. F. Hildebrandta)

Informacje ogodlne o pacjencie

wsréd rodzicow [ krewnych 0 Matka 0 Brat
0 Qjciec 0 Siostra
0 Inni:

Pochodzenie: 0 polskie O Inne europejskie O Inne

MNazwisko: Imie: data ur: _/ !

MM DD YYYY
0K om Wazrost: cm Waga przed choroba; kg
Zespot nerczycowy 0 Tak 0 Mie

1. Wstepne badanie kliniczne: MY DDV VY

1. Objawy (poczatkowe)

0 wiek w chwili zachorowania (lata + miesiace)....................

0 ostry przypadek 0 obrzek (obwodowe! ptuc! OUN)

0 podczas rutynowego badania 0 wysokie cisnienie krwi (przed terapia steroidami)
0 wymaga leczenia

0 krwiomocz
0 inne objawy:
2. Wyniki laboratoryjne (poczatkowe)
Badania krwi: 0 Kreatyna: magidl Analiza moczu: 0 Biatkomocz ma/kg
mc/24h lub
GFR: ml/min/1.73m?* biatko mg/crea mg
0 Biatka surowicy: g/l 0O selektywne 0 nie-selektywne
Albumina: a/l

0 Krwinkomocz
0 Tak O Nie

0 Mieprawidtowosci immunalogiczne
(immunoglobuliny / sktadniki
dopetniacza

0 ANA O ANCA O dsDNA

0 obnizony C 30 obnizony C .

3. Biopsja nerki 1 Biopsja 2Biopsja
M .-'llr“r'“r"'r"'r' MK ."llr“r'“r'“r'“r'
MCD (zmiany minimalne) 0 oo
FSGS (ognisk. i segm. sklerotyzacja ktebuszkdw) 0O oo
Cechy niedojrzatosci ktebuszkdw nerkowych 0o oo
Mezangialna proliferacja 0oo ao
Inne: 0 oo
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Wynik IF IgA 1] oo
Ig 1] oo
lgG 0 ao
Cs a oo
C: 0 oo
II. Leczenie
1. Kortykosteroidy 0 Tak 0 Mie
0 Steroido-wrazliwosc 0 Petna odpowiedz
Nawrot O0Tak O Mie
0 Czesciowa odpowiedz
Nawrot O0Tak O Mie
0 Steroido-opornosé
2. Leki cytotoksyczne 0O Tak O Mie MNazwa leku: + czas leczenia
Odpowied? (remisja ) kliniczna:
Odpowiedz (remisja ) biochemiczna:
3. Cyklosporyna A (CsA) 0 Tak 0 Mie CzasleczeniaCsA ...
Odpowiedz (remisja ) kliniczna:
Odpowiedz (remisja ) biochemiczna:
4. Dializa/ Transplantacja nerki MM 1YY
Data koricowe] niewydolnosa nerek: ! 0 Miepowodzenie transplantac)i z powodu:
1 transplantacja: ! 0 Mawrotu
2 transplantacja: ! 0 Utraty przeszczepu z powodu:
0 Nawrotu
0 Odrzucenia
0 Data niepowodzenia przeszczepu: s
II1. Dodatkowe informacje
Pacjent cierpi/ cierpiat na nastepujace choroby:
0 Gluchota 0 Miski wzrost 0 Anomalie przewodu mocz.
0 Slepota 0 Dystrofia twarzy 0 Anomalie serca (wady)
0 Matogtowie 0 Szesciopalczastosc 0 Alergie
0 Opéznienie 0 Kregowo-nasadowa dysplazja 0 Mowotwory [ guzki (Wilmsa)
0 Cukrzycatypl 0 Cukrzycatypll OChoroby pecherza mocz.
0 Charoby immunclogiczne (RZS, SLE, CU, ch. Crohna) Owzw

O Inne:
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Czy ktos z bliskich pacjenta cierpi na wymienione wyzZej choroby? Jeslitak, ktolnajakie?
1.

2.

3

IV, Uwagi

(opis biopsji, rozmazu, spostrzeZenia)
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Zalacznik 4. Ankieta dla pacjentéw grupy kontrolnej

Idiopatyczny Zespot Nerczycowy - Populacja kontrolna
Ankieta, mgr inz. Katarzyna Zaorska, listepad 2010 (wediug Pref. Dr. F.

Hildebrandta)

Informacje ogélne o pacjencie
Nazwisko: Imie: data ur:_ [ !
MM DD YYYY
oK O0m Wazrost: cm
Zespot nerczycowy 0 Tak 0 Nie
wisrdd rodzicow / krewnych 00 Matka 0 Brat
0 Ojciec 0 Siostra
0 Inni:

Pochodzenie: 0 polskie O Inne europejskie O Inne
Dodatkowe informacje
Czy cierpi / cierpiat Pani/ Pan na nastepujace choroby:

0 Gluchota 0 Niski wzrost 00 Anomalie przewodu mocz.

O Slepota 0 Dystrofia twarzy 0 Anomalie serca

0 Matogtowie 0 Szesciopalczastosé 0 Alergie

0 Opodznienie 0 Kregowo-nasadowa dysplazja 0 Nowotwory / guzki

0 Cukrzycatyp| 0 Cukrzycatypll OCharoby pecherza mocz.

0 Choroby immunologiczne O wzw

O Inne:

Czy ktos z bliskich pacjenta cierpi na wymienione wyzej choroby? Jesli tak, kto | na jakie?

1.
2.
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Zalacznik 5. Wykaz genotypow dla analizowanych polinmrnow SNP w geni&OCS1dla

grupy SOZN

o | 2| 5|58 |28 3

I < © N~ P — > N~

Kd & | © | & | g | &8 | 8|S | 3

pacjenta | & & S o & = 3

b — — - Q i b n

@ @ @ = @ = =
5'UTR Ekson 2 3'UTR
K77 g9 aa cc cc ag cc g9 cc
K94 [o]e] aa cc cc g9 cc g9 cc
K100 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K103 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K115 g9 aa cc cc g9 cc o]s] cc
K119 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K123 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K128 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K132 g9 aa cc cc g9 cc o]s] cc
K72 [o]e] aa cc cc gg cc g9 cc
K162 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K98 g9 aa cc cc ag cc g9 cc
K42 g9 aa cc cc ag cc g9 cc

K75 g9 at cc cc gg cc [o]e] cc

K82 [o]e] aa cc cc gg cc g9 cc
K102 ag aa cc cc g9 cc gg cc
K108 ag aa cc cc g9 cc gg cc
K109 g9 aa cc cc g9 cc o]s] cc
K126 ag aa cc cc gg cc [o]e] cc
K134 ag aa cc cc gg cc [o]e] cc
K84 g9 aa cc cc o]s] cc g9 cc
K139 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K142 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K160 ag aa cc cc gg cc [oe] cc
K169 ag aa cc cc gg cc [oe] cc
K170 ag aa cc cc gg cc [oe] cc
K175 ag aa cc cc gg cc [oe] cc
K177 ag aa cc cc gg cc [oe] cc
K207 ag aa cc cc gg cc [oe] cc
K183 ag aa cc cc g9 cc gg cc
K51 g9 aa cc cc ag cc g9 cc
K217 ag aa cc cc g9 cc gg cc
K202 ag aa cc cc g9 cc gc cc
K214 ag aa cc cc g9 cc gg cc
K258 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K146 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K193 ag aa cc cc g9 cc [o]e] cc
K199 ag aa cc cc g9 cc gg cc
K262 ag aa cc cc g9 cc gg cc
K265 ag aa cc cc g9 cc gg cc
K259 ag aa cc cc g9 cc gg cc
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Zakcznik 6. Wykaz genotypdéw dla analizowanych polinmoriow SNP w geniSOCSdla

grupy SWZN
< L) — ™ ™ 0

2l 3|82l 8|5]§ ¢

Kod | @ |2 | R 88| 8§ | 3

pacjenta N « g L o R = @

el S8 31853 | B

% o % £ o 2 =
5'UTR Ekson 2 3UTR
K43 ag aa cc cc gg cC gg cC
K110 gg aa cc cC gg cC ag cC
K130 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K131 gg aa cc cC gg cC ag cC
K133 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K136 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K168 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K161 gg aa cc cC gg cC ag cC
K140 gg aa cc cC gg cC ag cC
K191 gg aa cc cC gg cC ag cC
K198 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K254 gg aa cC cC ag cC ag cc
K256 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K101 gg aa cc cC gg cC ag cC
K111 gg at cC cc ag cc ag cc
K154 gg aa cc cC gg cC ag cC
K156 gg aa cc cC gg cC ag cC
K179 gg aa cc cC gg cC ag cC
K180 a9 aa cc cc g9 cc gg cc
K182 a9 aa cc cc g9 cc gg cc
K186 a9 aa cc cc g9 cc gg cc
K189 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K263 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K266 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K267 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K269 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K272 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K273 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K279 s]s] aa cc cc g9 cc gg cc
K280 a9 aa cc cc g9 cc gg cc
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Zakcznik 7. Wykaz genotypdéw dla analizowanych polinmorniow SNP w geniSOCSdla

grupy kontrolnej

T Els 288 g

% = o N o 5 S N

Kod | @ |2 | R 88| 8§ | 3

pacienta| & | 8 | & | 5T | Z | 8| 3| g

—- — — — 7] — %) )]

2 @ 2 = @ = =
5UTR Ekson 2 3'UTR
C8 ag aa cC cc g9 cc gc cc
Cl1 gg aa cC cC ag cc ag cc
Cl12 g9 aa cc cc gg cC ag cC
C13 g9 aa cc cc gg cC ag cC
Cl4 gg aa cC cC ag cc ag cc
C15 gg aa cC cC ag cc ag cc
C36 g9 aa cc cc gg cc ag cC
C39 g9 aa cc cc gg cc ag cC
C51 gg aa cC cC ag cc ag cc
C52 g9 aa cc cc gg cC ag cC
C53 g9 aa cc cc gg cC ag cC
C54 gg aa cC cC ag cc ag cc
C68 g9 aa cc cc gg cc a9 cC
C69 g9 aa cc cc gg cc a9 cC
C70 g9 aa cc cc gg cc a9 cC
C71 gg aa cC cC ag cc ag cc
C73 g9 aa cc cc gg cC gc cC
C74 gg aa cC cC ag cc ag cc
C75 gg aa cC cC ag cc ag cc
C76 g9 aa cc cc gg cC a9 cC
C208 gg aa cc cC s]s] cC a9 cc
C209 gg aa cc cc s]s] cC a9 cc
C210 gg aa cc cc s]s] cC a9 cc
C211 gg aa cc cc s]s] cC a9 cc
C212 gg aa cc cc s]s] cC a9 cc
C213 gg aa cc cc s]s] cC a9 cc
C5 g9 aa cC cc gg cc gg cc
C6 ag aa cC cc g9 cc gg cc
c24 g9 aa cc cc ag cc ag cC
C25 g9 aa cc cc gg cc ag cC
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Zalkcznik 8. Wykaz genotypdéw dla analizowanych polinmoriow SNP w geniSOCS3lla

grupy SOZN
N

o | 8| 8| 3| 8

0 o) < > 5

Kod Q 3 b < o

. o [e0]

pacjenta | a = N N

— — [ ) n

Q bl — hes

Ekson 2 3'UTR

K77 ag aa cc cc gg
K94 ag aa cc cC ag
K100 s]s] aa cc cc g9
K103 s]s] aa cc cc g9
K115 gg aa cc cC gg
K119 s]s] aa cc cc g9
K123 s]s] aa cc cc g9
K128 s]s] aa cc cc g9
K132 s]s] aa cc cc g9
K72 gg aa cC cC ag
K162 s]s] aa cc cc g9
K98 gg aa cc cC ag
K42 gg aa cc cC ag
K75 ag aa cc cc gg
K82 gg aa cc cC ag
K102 s]s] aa cc cc g9
K108 s]s] aa cc cc g9
K109 a9 aa cc cc g9
K126 a9 aa cc cc ag
K134 a9 aa cc cc g9
K84 ag aa cC cC ag
K139 a9 aa cc cc g9
K142 s]s] aa cc cc g9
K160 s]s] aa cc cc g9
K169 s]s] aa cc cc g9
K170 s]s] aa cc cc g9
K175 gg aa cc cC gg
K177 gg aa cc cC gg
K207 s]s] aa cc cc g9
K183 s]s] aa cc cc g9
K51 ag aa cc cc gg
K217 a9 aa cc cc g9
K202 a9 aa cc cc g9
K214 a9 aa cc cc g9
K258 a9 aa cc cc g9
K146 a9 aa cc cc g9
K193 a9 aa cc cc g9
K199 a9 aa cc cc g9
K262 a9 aa cc cc g9
K265 a9 aa cc cc g9
K259 a9 aa cc cc g9
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Zakcznik 9. Wykaz genotypdw dla analizowanych polinmoriow SNP w geniSOCS3lla

grupy SWZN

N — )

2| 8§ &3 &

Kod Q 3 b <t o

pacjenta o d = R &

el 38| 3| 5

% = @ @

Ekson 2 3'UTR

K43 ag aa cc cC ag
K110 g9 aa cc cc g9
K130 s]s] aa cc cc g9
K131 s]s] aa cc cc g9
K133 s]s] aa cc cc g9
K136 s]s] aa cc cc g9
K168 s]s] aa cc cc g9
K161 s]s] aa cc cc g9
K140 s]s] aa cc cc g9
K191 s]s] aa cc cc g9
K198 s]s] aa cc cc g9
K254 s]s] aa cc cc g9
K256 s]s] aa cc cc g9
K101 s]s] aa cc cc g9
K111 gg aa cc cC gg
K154 gg aa cc cC gg
K156 s]s] aa cc cc g9
K179 a9 aa cc cc g9
K180 a9 aa cc cc g9
K182 a9 aa cc cc g9
K186 a9 aa cc cc g9
K189 a9 aa cc cc g9
K263 s]s] aa cc cc g9
K266 s]s] aa cc cc g9
K267 s]s] aa cc cc g9
K269 s]s] aa cc cc g9
K272 s]s] aa cc cc g9
K273 s]s] aa cc cc g9
K279 s]s] aa cc cc g9
K280 s]s] aa cc cc g9
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Zalkacznik 10. Wykaz genotypdw dla analizowanych polifizonow SNP w geni&sOCS3lla

grupy kontrolnej

N — )

2| 8§ &3 &

kd | S 8| g|3| 2

pacjenta @ a‘ % N N

% = @ @

Ekson 2 3'UTR

C8 ag aa cC cc gg
Cl1 g9 aa cc cc g9
Cl12 g9 aa cc cc g9
C13 g9 aa cc cc g9
Cl4 g9 aa cc cc g9
C15 g9 aa cc cc g9
C36 g9 aa cc cc g9
C39 g9 aa cc cc g9
C51 g9 aa cc cc g9
C52 g9 aa cc cc g9
C53 g9 aa cc cc g9
C54 g9 aa cc cc g9
C68 g9 aa cc cc g9
C69 g9 aa cc cc g9
C70 g9 aa cc cc g9
C71 g9 aa cc cc g9
C73 g9 aa cc cc g9
C74 g9 aa cc cc g9
C75 g9 aa cc cc g9
C76 g9 aa cc cc g9
C208 gg aa cc cC [o]e]
C209 gg aa cc cC [o]e]
C210 gg aa cc cC [o]e]
C211 gg aa cc cc g9
Cc212 gg aa cc cc g9
C213 gg aa cc cc g9
C5 ag aa cC cc g9
C6 ag aa cC cc g9
c24 g9 aa cc cc g9
C25 g9 aa cc cc g9
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Zalkcznik 11. Wykaz genotypdw dla analizowanych polifizonow SNP w geni&OCSHlla

grupy SOZN

[(] O [@] [o2]
B 3l812|81818|8/g(3|8/8/8|8 8|83 3
Kod 3|35 |8[2(3[81383|3|2 R I F|8[a|YN 3|
pacienta| @ |9 | B IR [ B |IS| S5 RIRIS|(5IYI5|aS
AP B 29|28 D2 D228 F|2|2]D|D
@l == =@ 5= =T === =]2|Q] % ==

Ekson 2 3'UTR

K77 aa| cc| ccl cc gg aa ¢ q ) CcC |gg |ag |cc | cc| gg| gt| o
K94 aajcc| cc| cc| gg aa| gg| cc| ggd cc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K100 aalcc| cc| cc| gg g9 | gg| cc| gg cc|gg|Qgg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K103 aalcc| cc| cc| gg aa| gg| cc|] ggcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K115 aaj cc| cc| cc| gglaa| gg| cgl gg cc|gg|gg| cc|lcc|Qgg| gt | cc| cc
K119 aal cc| cc| cc| gg aa| gg| cg| gg cc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K123 aalcc| cc| cc| gg g9 | gg| cc| gg cc|gg|Qgg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K128 aalcc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|gg| cclcc|gg| gt | cc| cc
K132 aal cc| cc| cc| gg aa| gg| ccl gdcc|gg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K72 aajcc| cc| cc| gg aa| gg| cgl gd cc|gg|gg| cc|cc|gg| tt | cc| cc
K162 aalcc| cc| cc| gg aa| gg| cgl gdcc|gg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K98 aa| cc| cc| cc| gglag| gg| cgl gg cc|gg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K42 aaj cc| cc| cc| gglgg| 99| cc| gg cc|Qgg|gg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K75 aalcc| cc| cc| gg aa| gg| cgl gd cc|lgg|gg| cc|cc|gg|gg| cc| cc
K82 aajcc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|ag| cclcc|gg|gg| cc| cc
K102 aalcc| cc| cc| gg gg| gg| cc| gg cc|gg|Qgg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K108 aalcc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K109 aaj cc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|gg| cc|lcc|gg|gg| ct| ct
K126 aalcc| cc| cc| gg aa| gg| cc|] ggcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K134 aal cc| cc| cc| gg ag| 99| cgl gg cc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K84 aaj cc| cc| cc| gglgg| 99| cc| gg cc|Qgg|gg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K139 aal cc| cc| cc| gg aa| gg| cc|] ggcc|gg|ag| ccjcc|gg|gg| ct| ct
K142 aal cc| cc| cc| gg ag| gg| cc| ggcc|gg|gg| ccjcc|gg|gg| ct| ct
K160 aalcc| cc| cc| gg aa| gg| cc|] ggcc|gg|ag| cclcc|gg| gt| cc| cc
K169 aalcc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|gg| cclcc|gg| gt | cc| cc
K170 aaj cc| cc| cc| gg ag| gg| cc| ggcc|gg|gg| ccjcc|gg|gg| ct| ct
K175 aaj cc| cc| cc| g9/ 99| gg| cc| gg cc|gg|gg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K177 aal cc| cc| cc| gg aa| gg| cg| gg cc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K207 aalcc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|gg| cclcc|gg|gg| ct| ct
K183 aalcc| cc| cc| gg aa| gg| cgl ggcc|gg|gg| cclcc|gg|gg| ct| ct
K51 aalcc| cc| cc| gg 99| gg| cc| ggl cc|gg|gg| cc|cc|gg|gg| cc| cc
K217 aaj cc| cc| cc| gg aa| gg| ccl ggcc|gg|ag| ccjcc|gg| gt | cc| cc
K202 aal cc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K214 aaj cc| cc| cc| gglaa| gg| ccl gg cc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | ct| ct
K258 aalcc| cc| cc| gg aa| gg| cc|] ggcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K146 aal cc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|gg| cc|jcc|gg| gt | cc| cc
K193 aalcc| cc| cc| gg aa| gg| 99| gdcc|gg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K199 aalcc| cc| cc| gg ag| gg| cc| gg cc|gg|gg| cclcc|gg| gt | cc| cc
K262 aa|] cc| cqg c¢ ggaal| gg| ccl gd cc|gg|gg| ccjcc|gg| tt | cc| cc
K259 aalcc| cc| cc| gg aa| gg|jcc| gg|lcc|gg|gg| cclcc|gg|gg| cc| cc
K265 aal cc| cc| cc| gg aa| gg|jcc| gg|lcc|gg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
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Zalkcznik 12. Wykaz genotypdw dla analizowanych polifizonow SNP w geni&sOCSHlla

grupy SWZN

[(] O [@] [o2]

B 3l812|81818|8/g(3|8/8/8|8 8|83 3
Kod 3|35 |8[2(3[81383|3|2 R I F|8[a|YN 3|
pacienta| @ |9 | B IR [ B |IS| S5 RIRIS|(5IYI5|aS

AP B 29|28 D2 D228 F|2|2]D|D

@l == =@ 5= =T === =]2|Q] % ==

Ekson 2 3'UTR

K43 aa| ccl cc cg 09 ag dg €¢g @9 f[C |gg |gg |cc |cc | gg| @t | cc
K110 aaj cc| cc| cc| gglaa| gg|cc| ggjcc|lgg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K130 aalcc| cc| cc| gg gg| gg|cc| gg|lcc|gg|gg| cclcc|gg|gg| cc| cc
K131 aaj cc| cc| cc| g9/ gg| gg|jcc| ggjcc|lgg|gg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K133 aalcc| cc| cc| gg ag| gg|cc| gglcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K136 aalcc| cc| cc| gg ag| gg|cc| gglcc|gg|gg| cclcc|gg|gg| ct| ct
K168 aalcc| cc| cc| gg aa| gg|lcc| gglcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K161 aaj cc| cc| cc| gg aa| gg|cc| ggjcc|gg|ag| ccjcc|gg| gt | cc| cc
K140 aaj cc| cc| cc| gglaa| gg|cg| gg|cc|lgg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K191 aaj cc| cc| cc| g9/ gg| gg|jcc| ggjcc|gg|gg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K198 aalcc| cc| cc| gg ag| gg|cc| gg|lcc|gg|gg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K254 aaj cc| cc| cc| gg ag| gg|cc| ggjcc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K256 aalcc| cc| cc| gg ag| gg|cc| gglcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K101 aaj cc| cc| cc| gg ag| gg|cc| ggjcc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K111 aaj cc| cc| cc| gglaa| gg|cg| gg|cc|lgg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K154 aal cc| cc| cc| gg ag| gg|cg| ggjcc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K156 aaj cc| cc| cc| gglag| gg|cc| gg|cc|lgg|ag| cclcc|gg|gg| cc| cc
K179 aaj cc| cc| cc| gglaa| gg|cc| ggjcc|lgg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K180 aalcc| cc| cc| gg aa| gg|lcg| gglcc|gg|ag| cclcc|gg| gt| cc| cc
K182 aalcc| cc| cc| gg aa| gg|lcg| gg|lcc|gg|gg| cclcc|gg| tt | cc| cc
K186 aalcc| cc| cc| gg aa| gg|lcc| gglcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K189 aalcc| cc| cc| gg ag| gg|cc| gglcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K263 aal cc| cc| cc| ggl 99| gg|lcc| gg|lcc|gg|gg| cc|cc|gg|gg| cc| cc
K266 aa| cc| cc| cc| gg aa| gglcc| gglcc|gg|gg| ccjcc|gg| tt | cc| cc
K267 aalcc| cc| cc| gg aa| gg|cc| gg|lcc|gg|ag| ccjcc|gg|gg| ct| ct
K269 aal cc| cc| cc| ggl ag| gg|lcc| gg|lcc|gg|gg| cc|lcc|gg| gt | cc| cc
K272 aalcc| cc| cc| gg gg| gg|cc| gg|lcc|gg|gg| cc|lcc|gg|gg| cc| cc
K273 aalcc| cc| cc| gg ag| gg|cc| gglcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K279 aalcc| cc| cc| gg ag| gg|cc| gg|lcc|gg|gg| cclcc|gg| gt| cc| cc
K280 aal cc| cc| cc| ggl aa| gglcg| gg|lcc|gg|gg| ccjcc|gg| gt | ct| ct
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Zalkcznik 13. Wykaz genotypdw dla analizowanych polifizonow SNP w geni&OCSHlla
grupy kontrolnej

[(] O [@] [o2]

IS8 |3(5|81e|2 gl3|8lg|g|8/8 QT3

Kod 3|35 |8[2(3[81383|3|2 R I F|8[a|YN 3|
: OolM|I 9| @ || RIN|IT RIS M~ N|RI™
pacenta) B 1 5121518 8 215 RIFI5I58]32(85|5
I I B T I S I A L I 2 20 B R 7 N B I

Ekson 2 3'UTR

Cc8 aal| ccl cd c¢ gy Oy dg ¢c Qg fc |gg |gg |cc |cc | gg| @y| cc
C11 aal] ccf cq c¢ gy 99 dg ¢c Qg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| @y| cc
C12 aa| ccf cq c¢ gy a¢g gg €¢c pg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| ogt| cc
C13 aa| ccf cq c¢ gy glg gg ¢c gg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| @y| cc
C14 aal] ccf cq c¢ gy d ¢y @9 Og |cc |gg |gg | cc | cc| gg| ct| cc
C15 aa|] ccf cq c¢ gg 4da 39 cC g9 |cc |gg |gg | cc | cc| gg| wo| tt
C36 aal] ccl cd CcC gg a9 d9g €9 Q@9 |cc |gg |(gg | cc | cc| gg| agt| cc
C39 aal] ccl cd cC gg &g dgg €c Qgg |cc |gg |(gg | cc | cc| gg| agt| cc
C51 aa] ccl cq c¢ gy da Qg fc Ppg |cc |gg |gg [ cc | cc| gg| ctt| cc
C52 aa| ccf cq c¢ gy &y gg ¢€¢c pg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| ©g| ct
C53 aal] ccf cq c¢ gy a 9gg ¢€g Ppg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| ogt| cc
C54 aa] ccl cq c¢ gy da Qg fc Ppg |cc |gg |gg [ cc | cc| gg| ctt| cc
C68 aal ccl cd c¢C gg a9 dg €c Qg |cc |gg |gg [ cc | cc| gg| ©g| ct
C69 aaj ccl cq c¢ gy da ¢gg €c Qgg |cC |gg |gg | cc | cc| gg| ct| cc
C70 aal] ccf cq c¢ gy a 9gg ¢€g Pg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| ogt| cc
C71 aal] ccf cq c¢ gy ay 9gg €c pg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| ogt| cc
C73 aal] ccf cq c¢ gy ay 9gg €c pg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| ogt| cc
C74 aa] ccl cq c¢ gy g9 dg ¢C @g [cc |gg |gg [cc | cc | gg| @y| cC
C75 aa] ccl cq c¢ gy da Qg fc Ppg |cc |gg |ag | cc| cc| gg| cgt| cc
C76 aal] ccf cq c¢ gy ay 9gg ¢€c pg |cc |gg |gg |cc | cc| gg| ogt| cc
C208 aal] cqd c¢ c¢C gg da @gg frCc |gg |cc |(gg |gg | cc| cc| dg| ct| cc
C209 aal cd c¢ c¢ 9gg d9 Qg £C Qgg |cC |gg |gg | cc | cc| dg| og | cC
C210 aal] cqd c¢ c¢C gg da g9 fF9 |gg |cc |(gg |gg | cc| cc| dg| ct| cc
C211 aa| c¢ c¢ c¢ gp d9 Qg €c g |cc |gg |gg | cc | cc| dg| cg | cc
C212 aal| cqd c¢ cC gg a9 @y €C g |cc (gg |gg | cc| cc| agp| © | ct
C213 aal] cd c¢ c¢C gg d9 @y €£C ©g |cc |gg |gg |cc| cc| gy| @ | cC
C5 aal| ccl cd c¢ gg ag dg ¢c gg |cc |gg |gg |cc | cc | gg| @y| cc
C6 aal| ccl cd c¢ gg ag dg ¢c ¢gg |cc |gg |ag | cc | cc| gg| @y| cc
C24 aal] ccf cq c¢ gy d @gg f£c Qg |cc |gg |gg | cc | cc| gg| cgt| cc
C25 aa|] ccf cq c¢ gg 4da 39 cC g9 |cc |gg |gg | cc | cc| gg| cgt| cc
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