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SOUHRN

Cil: Cilem této studie bylo ovéfit pouZitelnost poméru expresi genti NPHS2 a SYNPO pri diagnostice fokalni segmentalni
glomerulosklerdzy (FSGS) a minimélnich zmén glomerull (MCD) u ceskych pacientl a zérover identifikovat nové markery,
které by mohly vést k jednoznacnému rozliseni mezi obéma diagndzami.

Typ studie: Pilotni studie

Material a metody: Do studie bylo zafazeno 24 vzork( od pacientt s FSGS a MCD. Exprese gent byla stanovena metodou
relativni kvantitativni real-time PCR provedené na kartach TagMan® Array Micro Fluidic Cards s naslednou normalizaci dat
k referencnimu genu GAPDH.

Vysledky a zavéry: Nebyly prokézany zadné statisticky vyznamné rozdily v expresi studovanych genli mezi pacienty s FSGS
a MCD. Zéroven se nepodarilo potvrdit pouZitelnost pomeéru expresi genti NPHS2 a SYNPO pro rozliseni FSGS a MCD
u Geskych pacient.
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SUMMARY

Safafikova M., Pazourkova E., Hofinek A., Reiterova J., Maixnerova D., Honsova E., Zadrazil J., Stekrova J.,
Kohoutova M., Tesar V.: The verification of the applicability of NPHS2/SYNPO ratio for diagnosis of FSGS and
MCD

Objective: The aim of this study was the verification of the applicability of NPHS2/SYNPO ratio for diagnosis of focal seg-
mental glomerulosclerosis (FSGS) and minimal change disease (MCD) in Czech patients and identification of new markers
for distinguishing between MCD and FSGS.

Material and methods: Our study was performed on 24 samples from patients with FSGS and MCD. Gene expressions
were determined using relative quantitative real-time PCR and TagMan® Array Micro Fluidic Cards and normalized to the
reference gene GAPDH.

Results and conclusion: Our results did not find any significant difference in the podocin/synaptopodin ratio and in any other

studied genes between FSGS and MCD.

Keywords: FSGS, MCD, gene expressions, quantitative real-time PCR.

Uvod

Fokalni segmentalni glomeruloskleréza (FSGS)
a minimalni zmény glomerulld (MCD) patfi mezi Casté
pri¢iny nefrotického syndromu, ktery je charakterizovan
nefrotickou proteinurii, hypoproteinémii, hyperlipidémir
a otoky [1]. MCD se podili na vyvoji nefrotického syn-
dromu prevazné u déti a mladistvych. U dospélych ma
nejvyssi podil vyskytu FSGS, zatimco prevalence MCD
vyrazné klesa [2]. FSGS velmi Spatné odpovida na 1é¢-
bu kortikosteroidy a Casto vede k rendlnimu selhan.
Progndza u MCD je lep$i a tito pacienti zpravidla dobre
reaguji na 1é¢bu [3]. Etiologie FSGS a MCD je obvykle
neznama. Nicméné obé onemocnéni jsou davana do
souvislosti napf. s virovymi infekcemi, 1éky a drogami
[2,4]. UFSGS existuji i familiarni formy, které vznika-
ji v disledku mutaci v genech kédujicich podocytarni
proteiny, napf. ACTN4, INF2 a NPHS2 [5]. Podocyty

jsou vysoce specializované rendlni buriky, které spo-
lu s fenestrovanym endotelem kapildr a glomerulami
bazalni membranou tvofi filtracni bariéru. Svymi dlou-
hymi vybézky, tzv. pedicely, pokryvaji cely povrch kapi-
traCni bariéry, tenka proteinova membrana zvana slit
diaphragm. Mezi hlavni funkce podocytl patii syntéza
slozek glomerularni bazalni membrany a regulace filtra-
ce Vv ledvinach [6].

Patogeneze FSGS a MCD je stejnd. Dochéazi k posko-
zeni podocytd s naslednym splynutim jejich  vybézkd,
které zapfiCinuje zvySenou propustnost rendini filtracni
bariéry. U pacientd s MCD se histologicky nélez ve své-
telném mikroskopu jevi normainé a patologické procesy
je mozné prokazat pouze pomoci elektronové mikrosko-
pie. U FSGS jsou tyto zmény patmé jiz pfi rutinnim histo-
logickém vySetfeni. V ranych fazich FSGS nalézame sply-
nuti pedicel prfevazné v juxtamedularnich glomerulech.
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S progresi onemocnéni se poskozeni nasledné rozsifuje
i do ostatnich glomerul(. V pripadé, Ze je pro histologic-
ké vySetfeni pacienta v rané fazi FSGS k dispozici pouze
maly vzorek biopsie, ktery neobsahuije juxtamedulami glo-
meruly, m0ze dojit k chybné diagndze [7,8].

Vzhledem k tomu, ze potfeba spravné diagnézy je
kli¢ova k predikci progrese onemocnéni a volbé vhod-
né 1é¢by, jsou hledany vhodné markery pro jednoznac-
né rozliseni FSGS a MCD. Jednim z téchto markert se
zdé byt pomér expresi gentl NPHS2 a SYNPO [9].

Cilem této studie bylo ovéfit pouzitelnost pomeéru
expresi gend NPHS2 a SYNPO pii diagnostice FSGS
a MCD u ¢eskych pacientl (Tabulka 1) a zaroven iden-

Table 1. The characteristics of analyzed diagnostic groups.

. . Age at the time of biopsy | Gender
DIEGRES| LY (years+=SD) (f/m)
MCD 7 447 £17.4 3/4
FSGS 17 46.1 = 10.3 10/7

N=number of samples

tifikovat nové markery, které by mohly vést k jedno-
znanému rozliseni mezi obéma diagndézami. V ramci
studie byla zkouména exprese 28 vytipovanych gen(
(Tabulka 2), které jsou spojovany s rdznymi nefropatie-
mi nebo imunitnim systémem ¢lovéka.

Material a metody

Do studie bylo zafazeno 24 pacient( s histologic-
ky potvrzenou diagnézou primami FSGS nebo MCD.
Zéakladni charakteristika souboru pacientd je uvedena
v Tabulce 1. Vzorky rendlnich biopsii pochazely ze Vse-
obecné fakultni nemocnice v Praze, Fakultni nemocni-
ce v Hradci Kralové, Fakultni nemocnice u Svaté Anny
v Brné a Fakultni nemocnice v Olomouci. VSichni paci-
enti podepsali pfed rendlni biopsil informovany souhlas
s molekularné-genetickym vysetfenim.

Vétsi East renalni biopsie byla pouZita pro rutinni his-
tologické vySetfeni. Tkan uréena pro analyzu genovych
expresi byla ihned po odbéru viozena do stabilizac-

Table 2. The alphabetical order of studied genes with results of the statistical analysis. All values were rounded.

Gene P value Expressions in FSGS patients Expressions in MCD patients
(FSGS vs MCD) Med. Min. Max. Med. Min. Max.
ACE 0.45 37.78 2.42 518.82 40.05 26.15 239.94
AGTR1 0.85 1.78 0.05 9.63 2.36 0.87 4.88
AGTR2 0.1 0.75 0 6.10 2.31 0.31 2.24
APOL1 0.90 27.36 10.85 111.19 34.70 10.48 390.12
CCL5 0.95 9.43 1.86 20.00 10.27 1.14 183.39
CCRS3 0.95 0.64 0.04 10.18 0.43 0.12 8.88
CCR5 0.75 5.07 1.18 23.37 3.70 0.75 28.07
CD2AP 0.31 367.80 161.99 1629.02 455.65 27414 813.94
CD80 0.95 0.24 0.08 0.84 0.33 0.07 1.73
CXCRS3 1.00 0.50 0.09 1.64 0.30 0.10 1.86
IFNG 0.25 0.17 0 0.53 0.03 0 0.96
IL10 0.70 0.27 0.04 1.11 0.46 0.10 3.08
IL12A 0.35 0.41 0.22 1.85 0.33 0.14 2.41
IL18 0.43 9.60 0.88 22.32 12.54 0.28 23.10
IL2RA 0.95 0.78 0.21 6.38 1.42 0.23 15.55
INF2 0.75 0.07 0.02 0.20 0.08 0.02 0.37
KIRREL2 0.37 1.07 0.13 3.60 1.14 0.36 10.81
MMP14 1.00 49.14 12.24 269.99 40.27 10.54 500
NPHS1 0.25 53.47 0.52 647.97 77.86 19.38 587.64
NPHS2 0.23 28.66 0 163.39 53.73 6.97 249.77
PLA2R1 0.31 32.60 4.89 274.35 35.95 14.28 40.34
PLCEH 0.31 12.31 3.59 63.60 14.05 3.30 105.77
PODXL 0.41 239.48 16.40 2138.20 290.78 106.95 2283.11
SYNPO 0.23 30.27 5.87 274.92 45.09 10.45 341.04
TGFB1 1.00 14.00 5.16 47.15 17.06 5.92 167.01
TNFSF12 0.44 1.38 0.66 6.51 1.25 0.64 29.26
TRPCG6 0.51 1.38 0.57 4.20 0.89 0.54 10.11
VEGFA 0.41 173.50 29.02 1521.49 197.92 120.57 1783.86

Med.= median, Min.= minimum, Max.= maximum
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niho pufru RNA later (Ambion) a do izolace RNA byla
uchovavana pri teploté -20°C. Pro izolaci celkové RNA
byl pouzit GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep
Kit (Sigma-Aldrich). Koncentrace ziskané RNA byla
zmeéfena nanofotometrem (Implen) na zakladé optické
denzity OD260/280. Pro naslednou syntézu cDNA byl
pouZit SuperScript® VILO™ Synthesis Kit (Invitrogen).
Produkt byl uskladnén pri -20°C. Exprese genl byla
stanovena metodou relativni kvantitativni real-time PCR
v celkovém objemu 100 pl (pfistroj ABI Prism® 7900HT
Sequence Detection System, Applied Biosystems) pro-
vedené na kartach TagMan® Array Micro Fluidic Cards
(Applied Biosystems). Ziskanad data byla analyzova-
na v programu ExpressionSuite Software v1.0.3 (Life
Technologies, Inc.) anormalizovana k referenénimu
genu GAPDH. Porovnani expresi genl bylo provedeno
vzhledem k negaussovskému rozdéleni hodnot nepa-
rametrickymn Mann-Whitneyho testem s Bonferroniho
korekci a hladinou vyznamnosti p<0,05. Pro viechny
statistické vypocty byl pouzit statisticky program STA-
TISTICA 10 (StatSoft CR s.r.0.).
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Fig. 1. The variable gene expressions of the NPHS2 gene
in FSGS and MCD patients. Relative gene expressions were
calculated using normalization against the reference gene
(GAPDH).
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Fig. 2. The variable gene expressions of the SYNPO gene
in FSGS and MCD patients. Relative gene expressions were
calculated using normalization against the reference gene
(GAPDH,).

Vysledky a diskuse

NasSe vysledky neprokazaly zadné statisticky
vyznamné rozdily v expresi studovanych gend mezi
pacienty s FSGS a MCD, coz se da vysvétlit vyso-
kou variabilitou naméfenych hodnot v obou sku-
pinach pacientl. Detailné v Tabulce 2. Zaroven se
nam nepodarilo potvrdit pouzitelnost pomeéru expresi
gend NPHS2 a SYNPO pro rozliseni FSGS a MCD [9].
Pomeér expresi téchto genl vykazoval v nasich vzor-
cich opét vysokou variabilitu. Podrobné zobrazeno na
Obr.1a2.

FSGS, zvlasté jeji primarni forma, mdze byt velmi
heterogenninejenv etiologii, alei v histologickém néle-
zu, pro jehoz klasifikaci se standardné pouziva Kolum-
bijsky systém [4]. Do nasi skupiny pacientd s primarni
FSGS byly zafazeny vzorky s rdznymi histologickymi
nalezy v ramci Kolumbijské klasifikace, coz pravdé-
podobné zplisobilo variabilitu jejich expresi. Pro dalsi
analyzy bude nutné ziskat vice vzork( a roztridit je do
jednotlivych kategorii podle Kolumbijské klasifikace.
Nazory na klasifikaci MCD jsou rozdilné, a to ovliviiu-
je variabilitu klinického i histologického obrazu téchto
pacientd. Prvni pfistup popisuje MCD jako samostat-
né onemocneéni. Podle druhého pfistupu jsou mini-
malni zmény glomerulld miméjsi variantou FSGS [2].
Pacienti s MCD zarazeni do studie neméli identické
histologické ndlezy, coz pravdépodobné vedlo k vari-
abilité expresi analyzovanych gent. Na druhou stranu,
vsichni pacienti zafazeni do studie byli kavkazského
plvodu, takZe je mozné vyloudit variabilitu pochéazejict
z etnického plvodu.

Bennett a kol. analyzovali exprese u vzork( od
pacientd s FSGS a kontrol, které pochazely ze zdra-
vé Casti ledvin po nefrektomii pacientd s Wilmso-
vym tumorem. Jejich vysledky prokazaly zvySenou
i snizenou expresi u mnohych gen(, napt. NPHS2
a VEGFA, Nase studie se sice zabyvala rozdily mezi
FSGS a MCD, av$ak zadny z vySe jmenovanych gent
nevykazoval abnormalni hladinu exprese pfi srovnani
mezi obéma skupinami pacient. Dle naseho nazoru
ma studie Bennetta a kol. dva zasadni nedostatky. Za
prvé, studie zahrnovala pouze Ctyfi dospélé pacienty
s FSGS a tfi kontrolni vzorky, které pochazely od déti.
Za druhé, srovnani nadorové tkané s pacienty s FSGS
mohlo vést ke zkresleni vysledkd [10].

Velky pfinos problematice rozliseni FSGS a MCD
prinesli Hodgin a kol. Jejich studie zahrnovala geny
Ucastnici se mnohych bunécénych procesd, napr.
vyvoje a diferenciace, migrace, adheze a organizace
cytoskeletu. Zaroven pouzili vzorky pacientl s FSGS,
jejichz histologické nalezy byly fadné roztfidéné do
skupin podle Kolumbijské klasifikace. Hodgin a kol.
prokéazali, ze pfi srovnani pacientll s FSGS opro-
ti pacientdm s MCD a kontroldm se mnoho genU
exprimuje rozdilné, napf. NPHS2, PODXL, PLCET,
NPHS1, SYNPO, PLA2R1, alINF2. NaSe analyzy
nepotvrdily rozdilné hladiny exprese v genech, které
byly zahrnuty v obou studiich. To mohlo byt zapfici-
néno itim, ze byly pouzity rlizné uchované vzorky.
Hodgin a kol. analyzovali tkan z parafinového bloCku
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fixovanou formalinem a naSe studie byla provedena
na vzorcich uchovavanych ve stabilizacnim pufru pfi
-20°C [11].

Literatura

Rysava, R., Tesar, V., Merta, M. Nefroticky syndrom.
Interni med., 2005, 7, 3, p. 131-134.

Becker, D. J. Minimal change disease. Nephrology
Rounds, 2008, 34, p. 111-34.

Korbet, S. M., Schwartz, M. M., Lewis, E. J. Primary
Focal Segmental Glomerulosclerosis: Clinical Course
and Response to Therapy, Am. J. Kidney Dis., 1994, 23,
6, p. 773-783.

D’Agati, V. D., Fogo, A. B., Bruijn, J. A., Jennette
J. C. Pathologic classification of focal segmental glo-
merulosclerosis: a working proposal. Am. J. Kidney Dis.,
2004, 43, 2, p. 368-382.

Brown, E. J., Schléndorff, J. S., Becker, D. J. Mu-
tations in the formin gene INF2 cause focal segmental
glomerulosclerosis, Nat. Genet., 2010, 42, 1, p. 72-76.
Pavenstadt, H., Kriz, W., Kretzler, M. Cell biology of
the glomerular podocyte. Physiol. Rev., 2003, 83, 1, p.
253-307.

Howie, A. J. Pathology of minimal change nephropathy
and segmental sclerosing glomerular disorders. Nephrol.
Dial. Transplant., 2003, 18, 6, p. vi33-vi38.

10.

11.

D’Agati, V. D., Kaskel, F. J., Falk, R. J. Focal segmen-
tal glomerulosclerosis. N. Engl. J. Med., 2011, 365, 25,
p. 2398-2411.

Schmid, H., Henger, A., Cohen, C. D. Gene expres-
sion profiles of podocyte-associated molecules as dia-
gnostic markers in acquiered proteinuric diseases. J.
Am. Soc. Nephrol., 2003, 14, 11, p. 2985-2966.
Bennett, M. R., Czech, K. A., Arend, L. J., Witte, D.
P., Devarajan, P., Potter, S. S. Laser capture microdis-
setion-microarray analysis of focal segmental glomerulo-
sclerosis glomeruli. Nephron Exp. Nephrol., 2007, 107,
1, p. e30-e40.

Hodgin, J. B., Borczuk, A. C., Nasr, S. H. et al. A mo-
lecular profile of focal segmental glomerulosclerosis from
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue. Am. J. Pathol.,
2010, 177, 4, p. 1674-1686.

Tato studie byla podporovana grantovymi projekty PRVOUK-
P25/LF1/2 a SVV 260031.

Do redakce doSlo 12. 1. 2016

Adresa pro korespondenci:

Mgr. Markéta Safafikova

UBLG, 1. LF UK v Praze a VFN v Praze
Albertov 4

128 00 Praha 2

e-mail: marketasafarikova@seznam.cz

66

Klinicka biochemie a metabolismus 2/2016





