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Analysis of single nucleotide polymorphisms localized
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in children with nephrotic syndrome
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Ocena polimorfizmów pojedynczego
nukleotydu zlokalizowanych w bezpo�rednim
s¹siedztwie poznanych mutacji w genie
NPHS2 u dzieci z zespo³em nerczycowym

U pod³o¿a zespo³u nerczycowego u dzieci le¿¹ zmiany molekularne bia³ek
powi¹zanych z podocytami. Najczêstsze anomalie strukturalne bariery filtracyj-
nej  powi¹zano ze zmianami w genie  NPHS 2 . Opisano wiele mutacji i polimor-
fizmów pojedynczego nukleotydy w ró¿nych rejonach �wiata. Celem pracy by³a
analiza wybranych sze�ciu polimorfizmów pojedynczego nukleotydu w koduj¹-
cych rejonach genu NPHS 2  u dzieci z zespo³em nerczycowym i u osób z popu-
lacji kontrolnej oraz  wykazanie ewentualnych ró¿nic w czêsto�ci poszczegól-
nych alleli i genotypów badanych SNP u pacjentów z ZN oraz osób zdrowych.
Ponadto, celem pracy by³o skorelowanie zmian genetycznych podocyny z prze-
biegiem klinicznym zespo³u nerczycowego. Wyniki: wykazano obecno�æ allelu
C w SNP rs3818587 u 5 z 16 pacjentów ze steroidoopornym zespo³em nerczyco-
wym, którzy nie uzyskali trwa³ej remisji bia³komoczu oraz u 3 z 12 pacjentów ze
steroidowra¿liwym zespo³em nerczycowym. Wnioski: obecno�æ SNP rs3818587
wskazuje na asocjacjê z rozwojem ZN u dzieci z rejonu Wielkopolski i nie mo¿e
stanowiæ czynnika rokowniczego terapii immunosupresyjnej u dzieci z ZN. Na-
tomiast ujawnienie SNP rs3818587 u pacjentów ze steroidoopornym zespo³em
nerczycowym mo¿e sugerowaæ modyfikacjê leczenia immunosupresyjnego na
korzy�æ inhibitorów kalcyneuryny.

(NEFROL. DIAL. POL. 2010, 14, 111-115)

Molecular alterations underlying nephrotic syndrome are connected with
podocyte proteins. Structural malformations of filtration barrier were most of-
ten identified within NPHS2 gene. Variable mutations and polymorphisms were
profiled depending on population analyzed. The aim of this study was to analyze
six chosen single nucleotide polymorphisms localized within coding regions of
NPHS2 gene in children suffering from nephrotic syndrome, and compared with
control population in order to define significant differences in frequencies of
alleles and genotypes of SNPs between two groups. Additionally, correlation of
genetic changes with clinical outcome of NS was analyzed. Results: C variant
of  rs3818587 was detected in 5 out of 16 steroido-resistant NS patients without
total remission and in 3 out of 12 steroid-sensitive NS patients. Conclusions: C
genotype of  rs3818587 in NPHS2 gene correlates with NS in children from
Wielkopolska, and it cannot be regarded as potential prognostic marker of im-
munosuppressive therapy in NS patients. However, presence of  rs3818587 vari-
ant in steroid-resistant NS patients may suggest modification of immunosup-
pressive therapy towards calcineurin inhibitors.

         (NEPHROL. DIAL. POL. 2010, 14, 111-115)
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Wstêp
Zespó³ nerczycowy u dzieci charaktery-

zuje siê nadmiern¹ utrat¹ bia³ka (powy¿ej
50 mg/kg/24h), nastêpstwem którego s¹:
obrzêki, hipoproteinemia, hipoalbuminemia,
obni¿enie stê¿enia antytrombiny III oraz hi-
perlipidemia [1]. Najczêstsz¹ przyczyn¹ bia³-
komoczu u dzieci jest idiopatyczny zespó³
nerczycowy (IZN), u pod³o¿a którego opisy-

wane s¹ zaburzenia odpowiedzi humoral-
nej i komórkowej prowadz¹ce do przebudo-
wy ultrastruktury podocytów, kluczowych
komórek w barierze filtracyjnej k³êbuszków
nerkowych [2,3]. Zastosowanie leków prze-
ciwzapalnych, w tym glikokortykosteroidów
(GK) prowadzi do remisji klinicznej (ust¹pie-
nie obrzêków) oraz biochemicznej (bia³ko-
moczu < 150 mg w dobowej zbiórce moczu
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(DZM) oraz normalizacja parametrów bio-
chemicznych surowicy pacjentów)[4]. U
dzieci w ponad 90% IZN jest steroidowra¿-
liwy, a pozosta³y odsetek stanowi steroido-
oporny zespó³ nerczycowy (SOZN). Prze-
bieg kliniczny I rzutu ZN stanowi w³a�ciwe
rozpoznanie i mo¿e wskazywaæ na dalszy
przebieg  ZN. I rzut ZN, który nie odpowia-
da na leczenie GK (steroidooporny ZN), jest
wskazaniem do zintensyfikowanie leczenia
GK w postaci do¿ylnych wlewów [5,6]. Taka
terapia ma na celu indukowaæ remisjê, ale
nierzadko prowadzi do ujawniania siê licz-
nych objawów ubocznych GK [7] bez trwa-
³ej remisji ZN. Natomiast zastosowanie le-
czenia inhibitorami kalcyneuryny (IK) powo-
dowa³o poprawê kliniczn¹ oraz ust¹pienie
bia³komoczu, gdy¿ dzia³anie IK charaktery-
zuje siê nie tylko immunosupresyjnym efek-
tem ale równie¿ mechanicznym zmniejsza-
niem filtracji k³êbuszka nerkowego [8]. Ob-
serwacje kliniczne, a przede wszystkim ba-
dania molekularne doprowadzi³y do wyse-
lekcjonowania wielu bia³ek w obrêbie barie-
ry filtracyjnej k³êbuszka nerkowego (b³ony
komórkowej i cytoplazmy podocytów oraz
w b³onkach szczelinowatych). Defekty tych
moleku³ powi¹zano z wystêpowaniem ZN
szczególnie opornym na leczenie immuno-
supresyjne. Spo�ród d³ugiej listy poznanych
bia³ek zwi¹zanych z podocytami najlepiej
opisano nastêpuj¹ce cz¹steczki: nefrynê
(NPHS1), podocynê (NPHS2), bia³ko
CD2AP i alfa aktyninê 4 (ACTN4) [9-11].
Ponadto, powi¹zano szereg zmian w ge-
nach wymienionych bia³ek z wystêpowaniem
zespo³u nerczycowego w ró¿nym wieku roz-
wojowym. Szczególnie ciekawe wydaj¹ siê
wyniki wielu prac pochodz¹cych z ró¿nych
o�rodków dotycz¹cych zaburzeñ ekspresji
genu NPHS 2 u pacjentów z ZN. Szacuje
siê, ¿e od 30 do 40 % pacjentów z SOZN
(odpowiednio sporadycznym i rodzinnym
SOZN) wykazuje liczne zmiany w genie dla
NPHS 2 [10]. Miejsca wystêpowania muta-
cji w genie wskazuj¹ rejony nici DNA, które
s¹ istotne w patogenezie zespo³u nerczy-
cowego. Najczê�ciej opisywane polimorfi-
zmy pojedynczego nukleotydu (ang. single
nucleotide polimorphism, SNP) znajduj¹ siê
w rejonach potencjalnie nara¿onych na wy-
st¹pienie mutacji w genie NPHS 2 . Ponad-
to analiza takich polimorfizmów mo¿e po-
zwoliæ na uzyskanie informacji o zmianach
w genomie, które powoduj¹ rozwój zespo³u
nerczycowego, bez potrzeby sekwencjono-
wania genu. Takie podej�cie do analizy
molekularnego pod³o¿a ZN jest nowatorskie,
ale istnieje ryzyko, ¿e badanie SNP nie bê-
dzie korelowa³o z ró¿nym obrazem czêsto-
�ci alleli u pacjentów z zespo³em nerczyco-
wym w odniesieniu do populacji kontrolnej.
Ponadto, blisko�æ fizyczna na mapie geno-
wej, wyra¿ona w parach zasad, nie musi byæ
jednoznaczna ze sprzê¿eniem genetycz-
nym, czyli wspólnym dziedziczeniem danych
cech genetycznych. Powi¹zanie zmian w
obrêbie wspomnianych bia³ek z zespo³em
nerczycowym pozwala sklasyfikowaæ ZN
jako chorobê o potencjalnym pod³o¿u ge-
netycznym. W�ród tej grupy chorób wyró¿-
nia siê choroby monogenowe, takie jak mu-
kowiscydoza, oraz z³o¿one, których rozwój
powi¹zany jest grup¹ genów pe³ni¹cych nie-
jednokrotnie bardzo zró¿nicowane funkcje.
O ile choroby monogenowe zosta³y dobrze

Tabela I
Dane kliniczne pacjentów z grupy badanej.
Clinical data of patients from studied group.
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*1 9 M NZOS SG,PM 3 FMM,AsC,FC,KG RP

*2 11 M NZOS PM 5 FMM,AsC,KG RP

3 6 K NZOS PM,N 4 FMM,AsC,FC,KG RC

4 8 M )NZZS(;NZWS PM,N 5 FC,KG RC

5 9 K NZOS DCM 1< FMM,AsC,KG RP

6 81 K NZOS MGPM 3 FMM,AsC,KG RP

7 6 M NZWS PM 3 KG RC

8 3 M NZWS ijspoibkarB 1< KG RC

9 8 K NZWS ijspoibkarB 1<

01 11 M NZOS DCM 9 FMM,AsC,FC,KG RC

11 71 M NZOS PM 01 FMM,AsC,FC,KG RP

21 51 M NZOS PM 31 AsC,FC,KG RC

31 9 K NZWS ijspoibkarB 6 KG RC

41 71 M NZOS PM 2 FMM,AsC,KG RP

51 91 K NZOS SGSF 81 FMM,AsC,FC,KG RC

61 61 K NZWS SGSF 1 FMM,KG RC

71 2 M NZWS ijspoibkarB 1< KG RC

*81 51 M NZOS PM 2 AsC,KG RC

91 21 K NZOS DCM 1< AsC,KG RP

02 11 K NZWS N,DCM 9 FC,KG RC

12 2 K NZWS ijspoibkarB 1< KG RC

*22 71 M )NZZS(NZWS PM 1 AsC,KG RC

32 81 K NZOS PM 61 FMM,AsC,FC,KG RC

42 2 K NZOS PM 1 AsC,KG RP

*52 7 M )NZtuzrI(NZWS ijspoibkarB 1 KG RC

*62 91 M NZOS SGSF 71 AsC,FC,KG RC

*72 11 M )NZtuzrI(NZOS SGSF 1< KG karB
ijsimer

*82 3 M II,NZZS(NZWS
)NZtuzr ijspoibkarB 1< KG RC

Legenda do tabeli
* -obecno�æ wariantu C w SNP rs3818587; M-mêska, ¯-¿eñska
ZN- zespó³ nerczycowy, SZZN- steroidozale¿ny ZN, SWZN- steroidowra¿liwy ZN, SOZN-steroidooporny zespó³ ner-
czycowy.  Biopsja nerki (rozpoznanie histologiczne): Mezngialna proliferacja (MP), Zmiany minimalne (ang. minimal
change disease, MCD), wyk³adniki morfologiczne niedojrza³o�æ k³êbuszków nerkowych (N), glomeruloskleroza (GS),B³o-
niasto rozplemowe k³ebuszkowe zapalenie nerek (ang. Mambrane proliferative glomerulonephritis, MPGN), Ogni-
skowo- segmentalna sklerotyzacja k³êbuszków nerkowych(ang. focal segmental glomerulosclerosis, FSGS),
GK- glikokortykosteroidy, CF- cyklofosfamid, MMF- mykofenolan mofetylu, CsA- cyklosporyna A
CR -ca³kowita remisja, PR- czê�ciowa remisja (ang. partial remission)

Tabela II
Informacje dotycz¹ce lokalizacji badanych SNP w genie podocyny oraz odleg³o�ci od znanych mutacji w
genie, opisanych u pacjentów z ZN.
Information about localization of analyzed SNPs in podocin gene with distances from known mutations
associated with nephrotic syndrome in podocin.
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2 5979283sr rotomorP karB

3 31986521sr 5noxE gta081V
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65

4 1775005sr 8noxE V792A
V013E

1
73

5 7858183sr 8noxE G223R 37

6 8119934sr 8noxE G223R 071
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poznane, to choroby z³o¿one wci¹¿ nie zo-
sta³y w pe³nie poznane. Odkryto, i¿ udzia³
poszczególnych genów w chorobach z³o¿o-
nych nie musi oznaczaæ obecno�ci mutacji,
ale mo¿e wi¹zaæ siê z odmienn¹ czêsto�ci¹
wystêpowania zmienionych wariantów SNP
[11,12]. Do chorób z³o¿onych zalicza siê min.
nowotwory, alergie, reumatoidalne zapale-
nia stawów, oraz najprawdopodobniej  ze-
spó³ nerczycowy [13].

Celem badania by³a analiza wybranych
sze�ciu polimorfizmów pojedynczego nukle-
otydu w koduj¹cych rejonach genu NPHS 2
u dzieci z zespo³em nerczycowym i u osób
z populacji kontrolnej oraz  wykazanie ewen-
tualnych ró¿nic w czêsto�ci poszczególnych
alleli i genotypów badanych SNP u pacjen-
tów z ZN oraz osób zdrowych. Ponadto,
celem pracy by³o skorelowanie zmian ge-
netycznych podocyny z przebiegiem klinicz-
nym zespo³u nerczycowego.

Materia³y i metody
Grupê badan¹ stanowi³o 28 pacjentów:  57%

ch³opców (n=16) i 43% dziewcz¹t (n=12) w wieku
od 2 do 19 lat (�rednia 10,8; mediana 11) hospita-
lizowanych z powodu zespo³u nerczycowego w
Klinice Kardiologii i Nefrologii Dzieciêcej Uniwer-
sytetu Medycznego w Poznaniu. W rozpoznaniu
klinicznym stwiedzono: steroiooporny ZN (SOZN,
n=16), steroidozale¿ny ZN (SZZN, n=3) oraz ste-
roidowra¿liwy ZN (SWZN, n=9). Szczegó³owe in-
formacje dotycz¹ce grupy badanej zestawiono w
tabeli I.

Grupê kontroln¹ stanowi³o 90 osób (p³eæ ¿eñ-
ska n=38, p³eæ mêska n=52) (ochotnicy, n=21 i
dzieci z Kliniki Otolaryngologii Dzieciêcej UM w
Poznaniu, n=69) z polskiej populacji, z wojewódz-
twa wielkopolskiego w wieku od 3 do 40 lat (�red-
nia 12,5; mediana 9), u których nigdy nie wyst¹pi-
³y objawy zespo³u nerczycowego ani bia³komoczu.
Ponadto w rodzinach tych pacjentów nie opisywa-
no ZN oraz chorób nerek. Ka¿da z tych osób mia-
³a wykonan¹ analizê ogóln¹ moczu, która mie�ci-
³a siê w granicach przyjêtych norm [14], badania
moczu obejmowa³y nastêpuj¹ce parametry: pH,
ciê¿ar w³a�ciwy, bia³ko, glukoza,  liczba erytrocy-
tów i leukocytów w osadzie moczu.

Badania przeprowadzono, po uzyskaniu zgo-
dy Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu oraz podpisaniu ankiety przez uczest-
ników badania i ich opiekunów.

Materia³ badawczy stanowi³o 200 µl krwi ob-
wodowej uzyskanej w trakcie rutynowych badañ.
Z krwi obwodowej izolowano nastêpnie ca³kowity
j¹drowy DNA pochodz¹cy z leukocytów przy za-
stosowaniu zestawu QIAamp DNA Mini Blood fir-
my QIAGEN bazuj¹cego na kolumnach ze z³o¿em
krzemionkowym. W celu analizy SNP wykorzysta-
no system sond typu TaqMan firmy Applied Bio-
systems oparty o fluorescencyjnie wyznakowane
startery komplementarne do jednej z dwóch od-
mian polimorfizmu SNP. Reakcje prowadzono z
wykorzystaniem termocyklera Applied Biosystems
7900HT Fast Real-Time PCR, na p³ytkach 384 w
objêto�ci 5 µl. Dla ka¿dego badanego polimorfi-
zmu, w mieszaninie reakcyjnej oprócz starterów
s³u¿¹cych do namno¿enia fragmentu PCR, znaj-
dowa³y siê dwie sondy, s³u¿¹ce do wykrycia allelu
natywnego oraz zmienionego w danym locus ge-
nowym [15]. Sondy wyznakowane by³y ró¿nymi

barwnikami: VIC oraz FAM, które po wzbudzeniu
emituj¹ �wiat³o ró¿nej d³ugo�ci, dziêki czemu mo¿-
liwe by³o rozró¿nienie dwóch alleli w jednej reak-
cji. Reakcje prowadzono z wykorzystaniem odczyn-
ników Applied Biosystems (20x SNP genotyping
assay oraz 2xTaqMan Universal PCR Master Mix).
System sond typu TaqMan wykorzystano w celu
analizy 6 polimorfizmów SNP. Informacje o lokali-
zacji SNP oraz blisko�ci znanych mutacji w genie
podocyny zawarte zosta³y w tabeli II.

Metody analizy genetycznej i statystycznej
Badanie polimorfizmów SNP ma na celu

uchwycenie ró¿nic w czêsto�ci wystêpowania
zmienionych alleli pojedynczego nukleotydu w gru-
pie pacjentów cierpi¹cych na dan¹ jednostkê cho-
robow¹, w odniesieniu do polulacji kontrolnej [16].
Znalezienie istotnych statystycznie ró¿nic stano-
wiæ mo¿e nie tyle o roli polimorfizmu w zachoro-
waniu na chorobê, lecz w podatno�ci na zachoro-
wanie.

Istnieje kilka modeli prowadzenia badañ ge-
netycznych uwzglêdniaj¹cych udzia³ grupy bada-
nej oraz kontrolnej, opisywane badania dotycz¹
modelu badañ porównawczych przypadków (ang.
case-control studies). Badania takie polegaj¹ na
zdefiniowaniu pewnego czynnika ryzyka, w tym
przypadku jest to polimorfizm SNP w genie podo-
cyny, który mo¿e zwiêkszaæ podatno�æ na rozwój
zespo³u nerczycowego. Wybór czynnika ryzyka
oparty jest o uzyskane czêsto�ci alleli oraz geno-
typów badanych SNP. Przeprowadzona analiza
sze�ciu polimorfizmów SNP w genie podocyny
pozwoli³a na uzyskanie informcji, czy wybrane SNP
s¹ istotne dla podatno�ci na rozwój ZN u dzieci z
polskiej polulacji, regionu Wielkopolski.

Pierwszym etapem oceny uzyskanych wyni-
ków genotypowania jest ustalenie, czy czêsto�ci
genotypów spe³niaj¹ prawo równowagi Hardy-
Weinberga (ang. Hardy-Weinberg Equilibrium,
HWE) [17]. Dopiero, gdy ten warunek jest spe³nio-
ny, mo¿liwe s¹ dalsze obliczenia prowadz¹ce do
okre�lenia, czy badany SNP jest istotny dla podat-
no�ci na zachorowanie, co wyra¿one jest poprzez
wspó³czynnik tzw. Iloraz szans (ang. odds ratio,
OR), który jest warto�ci¹ wzglêdn¹. OR jest war-
to�ci¹, która wyra¿a, czy badany potencjalny czyn-
nik ryzyka rzeczywi�cie zwiêksza podatno�æ na
wyst¹pienie choroby, czy te¿ jego wystêpowanie
nie ró¿ni siê istotnie w grupie badanej i kontrolnej.
OR oblicza siê ze wzoru: OR(exp)/OR(unexp),
gdzie OR(exp) to szansa bycia w grupie badanej
nie posiadaj¹c czynnika ryzyka, za� OR(unexp)
to szansa bycia w grupie badanej posiadaj¹c czyn-
nik ryzyka. Warto�æ OR równa 1 oznacza, ¿e ryzy-
ko zachorowania jest takie samo w grupie nara¿o-
nej na czynnik ryzyka jak i w grupie nie nara¿onej.
Z kolei, warto�æ OR = 0.2 informuje, i¿ badany
wariant SNP jest czynnikiem ochronnym przed
zachorowaniem, ryzyko zachorowania w grupie
nara¿onej na czynnik jest mniejsze ni¿ w grupie
nie nara¿onej, za� OR = 2.7 jest wynikiem prze-
ciwnym i wskazuje na wzrost podatno�ci na za-
chorowanie, ryzyko zachorowania w grupie nara-
¿onej na czynnik jest wiêksze ni¿  w grupie nie
nara¿onej.

Wyniki
Wszystkie dzieci z grupy badanej w wie-

ku od 2. do 19. roku ¿ycia pochodz¹ z pol-
skiej populacji, regionu Wielkopolski. U

Tabela III
Zestawienie otrzymanych wyników dotycz¹cych czêsto�ci alleli oraz genotypów w obu badanych grupach.
Information about allele and genotype frequencies in both analyzed groups.

PNSawzaN 4106202sr 5979283sr 31986521sr 1775005sr 7858183sr 8119934sr

anadabapurG

ilellaæ�otsêzC
00.1:A 76.0:A 05.0:A 00.1:C 41.0:C 00.0:A

00.0:T 33.0:G 05.0:G 00.0:T 68.0:T 00.1:G

æ�otsêzC
wópytoneg

00.1:AA 00.0:AA 00.0:AA 00.1:CC 00.0:CC 00.0:AA

00.0:TT 43.0:GG 00.0:GG 00.0:TT 27.0:TT 00.1:GG

00.0:TA 66.0:GA 00.1:GA 00.0:TC 82.0:TC 00.0:GA

anlortnokapurG

ilellaæ�otsêzC
00.1:A 82.0:A 05.0:A 00.1:C 70.0:C 00.0:A

00.0:T 27.0:G 05.0:G 00.0:T 39.0:T 00.1:G

æ�otsêzC
wópytoneg

00.1:AA 00.0:AA 00.0:AA 00.1:CC 00.0:CC 00.0:AA

00.0:TT 44.0:GG 00.0:GG 00.0:TT 58.0:TT 00.1:GG

00.0:TA 65.0:GA 00.1:GA 00.0:TC 51.0:TC 00.0:GA

Tabela IV
Obliczenia ilorazu szans (OR) dla polimorfizmu SNP rs3818587.
Calculations of odds ratio value for SNP polymorphism rs3818587.
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wszystkich pacjentów wykluczono obecno�æ
we krwi obwodowej  autoprzeciwcia³ (tj.
ANA, ANCA, dsDNA).  Ponadto, u krewnych
wszystkich pacjentów w grupie badanej nie
obserwowano zespo³u nerczycowego. Dane
kliniczne dzieci w grupie badanej zestawio-
no w tabeli I. O�miu pacjentów (p³ci mêskiej
) z grupy  badanej (8/28) ujawni³o nieprawi-
d³owo�ci w strukturze genu NPHS 2. ¯ad-
ne z dzieci z ww. zmianami genetycznymi
nie mia³o pierwszego rzutu ZN przed ukoñ-
czeniem 2. roku ¿ycia. Rozpoznanie klinicz-
ne choroby nerek dzieci, u których ujawnio-
no polimorficzne SNP w genie NPHS 2, by³y
nastêpuj¹ce: SOZN (n=5; 5/16; 32%) i
SWZN (n=3; 3/12, 40%). W�ród trzech pa-
cjentów z SWZN dwóch ch³opców mia³o
przebieg SZZN. Remisjê kliniczn¹ i bioche-
miczn¹ bia³komoczu obserwowano u
wszystkich pacjentów z SWZN (n=13), na-
tomiast u pacjentów z SOZN (n=16) o�mio-
ro dzieci wykaza³o czê�ciow¹ remisjê (PR),
siedmioro ca³kowit¹ remisjê (CR) kliniczn¹
i biochemiczn¹ a  jeden pacjent wykaza³
oporno�æ na leczenie immunosupresyjne.
W�ród pacjentów z SOZN i zmianami ge-
netycznymi w genie podocyny (n=5) dwóch
pacjentów wykaza³o ca³kowit¹ i dwóch
ch³opców czê�ciow¹ remisjê kliniczn¹ i bio-
chemiczn¹ ZN w trakcie leczenia inhibito-
rami kalcyneruryny. Jeden pacjent z SOZN
i polimorfizmem dla genu NPHS 2 prezen-
towa³ wszystkie wyk³adniki ZN w trakcie
czteromiesiêcznego leczenia (pierwszy rzut
ZN). U ¿adnego z pacjentów nie dosz³o do
rozwoju schy³kowej niewydolno�ci nerek.
W�ród pacjentów wykluczono choroby o
pod³o¿u genetycznym towarzysz¹ce zespo-
³om nerczycowym. Do wykluczonych scho-
rzeñ zalicza siê: g³uchotê, �lepotê, ma³og³o-
wie, opó�nienie psychoruchowe, cukrzyca
typu I i II, dysmorfiê twarzy, sze�ciopalcza-
sto�æ, dysplazjê krêgowo-nasadow¹, cho-
roby pêcherza moczowego. Przeprowadzo-
na analiza z wykorzystaniem sond typu Ta-
qMan pozwoli³a na poznanie czêsto�ci alle-
li  oraz genotypów sze�ciu wybranych poli-
morfizmów SNP w genie podocyny u pacjen-
tów z ZN oraz w polskiej populacji kontrol-
nej. Szczegó³y dotycz¹ce lokalizacji bada-
nych SNP w genie NPHS1oraz odleg³o�ci
od znanych mutacji w genie, opisanych u
pacjentów z ZN zosta³y przedstawione w
Tabeli 2.  Wyniki przedstawione w tabeli 3
informuj¹ o czêsto�ciach alleli oraz genoty-
pów w obu grupach, badanej i kontrolnej.
Trzy polimorfizmy SNP okaza³y siê niepoli-
morficzne (rs2026014, rs5005771,
rs4399118), jeden (rs12568913) jest obec-
ny u ka¿dej badanej osoby jako heterozy-
gota, za� dwa SNP (rs3829795, rs3818587)
s¹ polimorficzne i wystêpuj¹ w ró¿nych wa-
riantach genotypowych (wystêpuj¹ w wa-
riancie heterozygoty oraz czêstej homozy-
goty, brak natomiast rzadkiej homozygoty).
Polimorfizm rs3829795 nie spe³nia za³o¿e-
nia prawa HWE przy warto�æ P<0,05
(P=0,0087 w grupie badanej, P=0,0004 dla
grupy kontrolnej). Polimorfizm rs3818587
spe³nia za³o¿enie prawa HWE przy P>0,05
(P=0,389 dla grupy badanej, P=0,472 dla
grupy kontrolnej). Z tego wzglêdu do dal-
szej analizy kwalifikuj¹ siê wyniki uzyskane
dla SNP rs3818587. Wybranym czynnikiem
ryzyka jest allel C, gdy¿ jego czêsto�æ jest
wiêksza w grupie badanej w odniesieniu do

grupy kontrolnej. Obliczona warto�æ OR dla
polimorfizmu rs3818587 wynosi 2,08, co
wskazuje, ¿e mo¿e to byæ czynnik ryzyka
dla zespo³u nerczycowego. Statystycznie
warto�æ OR=2,7 wskazuje na rolê danego
SNP w podatno�ci na zachorowanie lub roz-
wój choroby z³o¿onej. Z kolei wynik OR=1.00
nie jest istotny. Tabela IV zawiera informa-
cje, które umo¿liwi³y obliczenie OR ze wzo-
ru OR=(axd)/(cxb).

Omówienie
Badania populacyjne plimorfizmów SNP

dzieli siê na kilka typów, w przypadku ba-
dania dwóch grup, badanej (cases) oraz
kontrolnej (controls) najczê�ciej s¹ to ba-
dania porównawcze przypadków (case-con-
trol studies) [16]. Jest to typ badañ asocja-
cyjnych, w których porównywane grupy ró¿-
nicuje obecno�æ lub brak cechy badanej (w
tym przypadku choroby). Poza tym czynni-
kiem, grupy powinny byæ jak najbardziej jed-
norodne. W przypadku analizy SNP bardzo
wa¿ny jest przede wszystkim czynnik po-
chodzenia geograficznego. Ten warunek
zosta³ spe³niony, gdy¿ wszystkie badane
osoby pochodz¹ z polskiej populacji, regio-
nu Wielkopolski. Przeprowadzona analiza
sze�ciu polimorfizmów SNP w genie podo-
cyny mia³a na celu zbadanie, czy u pacjen-
tów z zespo³em nerczycowym czêsto�æ wy-
stêpowania poszczególnych wariantów jest
inna ni¿ w kontrolnej populacji polskiej, co
wskazywa³oby na rolê SNP w podatno�ci
na rozwój ZN. Badanie z wykorzystaniem
sond typu TaqMan obejmowa³o SNP zloka-
lizowane w niedalekim s¹siedztwie znanych
mutacji w genie podocyny, opisanych u pa-
cjentów ZN. Wynik uzyskany dla polimorfi-
zmu rs4399118 jest zaskakuj¹cy i wymaga
weryfikacji za pomoc¹ sekwencjonowania
[18], gdy¿ jest bardzo ma³o prawdopodob-
ne, aby w tak licznej grupie zawiera³y siê
jedynie heterozygoty. W przypadku obecno-
�ci heterozygot, w badanej grupie musz¹
znale�æ siê przypadki obu wariantów homo-
zygotycznych. Jest to podstawowe za³o¿e-
nie równowagi Hardy-Weinberga, która za-
k³ada, ¿e stosunek genotypów AA:Aa:aa
powinien wynosiæ 1:2:1. Z kolei, dwa poli-
morfizmy - rs3829795, rs3818587 - wystê-
puj¹ z wariancie heterozygoty oraz czêstej
homozygoty, brak natomiast rzadkiej homo-
zygoty.  Spo�ród 6 SNP genu NPHS 2, któ-
re powi¹zane s¹ z rozwojem ZN u dzieci w
grupie badanej wykazano obecno�æ tylko
jednego. Otrzymany istotny wynik dla poli-
morfizmu rs3818587 odniesiono do danych
klinicznych pacjentów w grupie badanej.
W�ród o�miu pacjentów z ZN, którzy posia-
dali czynnik ryzyka (allel C w polimorfizmie
rs3818587) nie znaleziono wspólnej cechy
wyró¿niaj¹cej od pozosta³ych pacjentów z
grupy badanej. Kliniczne rozpoznanie pa-
cjentów posiadaj¹cych czynnik ryzyka obej-
mowa³o zarówno steroidooporny (n=5) jak i
steroidowra¿liwy ZN (n=3). Z klinicznego
punktu widzenia pacjenci z SWZN nale¿¹
do grupy dzieci, które uzyskuj¹ remisjê po
zastosowaniu leczenia immunosupresyjne-
go [1]. Natomiast w grupie pacjentów nie
reaguj¹cych na leczenie farmakologiczne
(SOZN, n=16) zmiany genetyczne w NPHS
2 ujawniono u 5 pacjentów, co stanowi ok.
31%. Wskazani pacjenci nie uzyskali remi-
sji klinicznej i biochemicznej ZN. Z literatury

wiadomo, ¿e obecno�æ opisanych marke-
rów mutacji czy te¿ znanych SNP dla genu
NPHS 1 i NPHS 2 u pacjentów z zespo³em
nerczycowym nie stanowi czynnika progno-
stycznego odpowiedzi na leczenie immuno-
supresyjne [19, 20]. Natomiast ujawnienie
zmian genotypowych w genie NPHS 1
wskazuje na podatno�æ rozwoju ZN. Z kolei
wykazanie  zmian genotypowych u pacjen-
tów z ZN, a zw³aszcza opornym na leczenie
steroidami,  sk³ania do modyfikacji leczenia
immunosupresyjnego na korzy�æ inhibitorów
kalcyneuryny (np. cyklosporyna A) [8].

Ponadto, uwagê zwraca odmienna
mapa genetyczna w ró¿nych rejonach �wia-
ta, które charakteryzuj¹ siê czêsto nie tylko
wystêpuj¹cymi znanymi polimorfizmami ale
równie¿ brakiem zmian w niektórych egzo-
nach genu NPHS 1 [21]. Taka sytuacja znaj-
duje swoje prze³o¿enie w praktyce, ponie-
wa¿ mo¿na ograniczyæ diagnostykê mole-
kularnego pod³o¿a nie analizuj¹c wybranych
egzonów w danej populacji.

Aby potwierdziæ rolê polimorfizmu
rs3818587 w podatno�ci na rozwój ZN, na-
le¿a³oby zwiêkszyæ liczebno�æ grupy bada-
nej, a tak¿e grupy kontrolnej. Ponadto wy-
konaæ tak¹ sam¹ analizê w�ród rodzeñstwa
i rodzin tych pacjentów. Wykrycie zmian
genotypowych w�ród krewnych pacjentów
z ZN przynosi dodatkowe informacje na te-
mat przekazywania takiej cechy w rodzinie
i mo¿liwo�ci powtórzenia siê choroby u in-
nych  cz³onków badanych rodzin. Ponadto,
w celu weryfikacji otrzymanych wyników
nale¿a³oby potwierdziæ czêsto�ci alleli oraz
genotypów poprzez inn¹ metodê, np. se-
kwencjonowanie (badanie to jest w trakcie
opracowania). Nale¿y tak¿e podkre�liæ, ¿e
liczba SNP w genach powi¹zanych z roz-
wojem zespo³u nerczycowego jest bardzo
du¿a i w celu uzyskania pe³nego obrazu
wp³ywu SNP na podatno�æ na rozwój ZN
nale¿y kontynuowaæ badania, uwzglêdnia-
j¹c takie geny jak NPHS 1, CD2AP czy
ACTN4. Niew¹tpliwie jednak otrzymane
wyniki zachêcaj¹ do podjêcia próby prze-
prowadzenia genotypowania pozosta³ych
genów, których produkty bia³kowe uczest-
nicz¹ w budowie k³êbuszkowej bariery fil-
tracyjnej.

Wnioski
Obecno�æ SNP rs3818587 wskazuje na

asocjacjê z rozwojem ZN u dzieci z rejonu
Wielkopolski.

Obecno�æ SNP rs3818587 nie mo¿e
stanowiæ czynnika rokowniczego terapii im-
munosupresyjnej u dzieci z ZN.

Ujawnienie SNP rs3818587 u pacjentów
ze steroidoopornym zespo³em nerczycowym
mo¿e sugerowaæ modyfikacjê leczenia im-
munosupresyjnego na korzy�æ inhibi-
torów kalcyneuryny.
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