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Podocin, a nephrosis szindrdmaban leggyakrabban mutans podocyta-fehérje

* mutaciodi a szteroid-rezisztens nephrosis szindroma 12-18%-aért felel6sek
 kodold gén: NPHS2, autoszomalis recessziv oroklésmenet
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membranfehérje
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GBM Boute et al, Nat Genet 2000 Schwartz et al, J Clin Invest 2001

Endothelium Moller et al, ) Am Soc Nephrol 2009 Nishibori et al, Kidney Int 2004



Az NPHS2 variansok két kiilonbdz6 sulyossagu betegseget okozhatnak

_ korai nephrosis késGi nephrosis

a végstadiumu

. . 1 , <10 év 3-4. évtized
veseelégtelenség kialakulasa

genotipus [mutacid];[mutacio] [p-R229Q];[mutacid]
Tsukaguchi et al, J Clin Invest 2002

Allélfrekvencia az
atlagpopulaciéban

p.R229Q 357/12649 2.7%

NPHS2 mutaciok 24/13006 0.18%




A vizsgalataink alapjaul szolgaldé epidemiologiai ellentmondas

_ korai nephrosis késGi nephrosis

a végstadiumu

. . , <10 év 3-4. évtized
veseelégtelenség kialakulasa
genotipus [mutacid];[mutacio] [p-R229Q];[mutacid]
vart prevalencia 1/ 300.000 < 30x 1/10.000
megfigyelt (kozolt) csaladok
szama 247 3x > A

.

Az [p.R229Q];[mutacid] asszociacid az esetek tobbségében nem okozhat betegséget



Az [p.R229Q];[mutacid] asszociacio bizonyos esetekben nem patogén

_ korai nephrosis késGi nephrosis

a végstadiumu

. . , <10 év 3-4. évtized
veseelégtelenség kialakulasa
genotipus [mutacid];[mutacio] [p-R229Q];[mutacid]
vart prevalencia 1/ 300.000 < 30x 1/10.000
megfigyelt (kozolt) csaladok
szama 247 3x > A

.

Az [p.R229Q];[mutacid] asszociacid az esetek tobbségében nem okozhat betegséget

Valoban: beteg gyermekek 7/133 egészséges hozzatartozdjaban
talaltunk [p.R229Q];[mutacio] asszociaciot



A tarsult mutaciok felel6sek az R229Q patogenitasaeért!

_ korai nephrosis késGi nephrosis

a végstadiumu

. . 1 , <10 év 3-4. évtized
veseelégtelenség kialakulasa

[p.R229Q];

genotipus [mutacid];[mutacio] Iierivre B e g

mutans allélok szama

P=1.2x103> 247 beteg [mut];[mut] 71 beteg [p.R229Q];[mut]
n arany n arany
1-6 . exonok 419 85% 8 11%

7-8. exonok 75 15% 63 89%




Az R229Q varians C-terminalis aminosavcserékhez tarsulva patogén

mutans allélok szama

247 beteg [mut];[mut]

71 beteg [p.R229Q];[mut]

7. exon

8. exon

p.A300P

p.A301del
p.L305P
p.E310A

p.A317Lfs*31
p.L321Ffs*27
p.R322G

p.L324EdelinsH

p.F344Lfs*4
p.L346Yfs*2
p.P372Ifs*16
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mutaciok n szazalék n szazalék p
p.V268Dfs*16 2 0.4% 0 1
p.V268G 2 0.4% 0 1
p.L270F 0 0.0% 1 1.4% 0.12
p.P271L 1 0.2% 0 1
p.H276L 2 0.4% 0 1
p.E281A 2 0.4% 0 1

p.R286TIs*17
p.K289* 2 0.4%
p.V290M 13 2.6%
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Az ‘R229Q-tarsult mutaciok’ a Az R229Q hatasara a helikalis régio
helikalis régidban talalhatok flexibilitasa csokken

7. exon altal kédolt 1. hélix 2. hélix 8. exon altal kddolt régio
< ¢

homoldégia-modell alapjan szamolt régio

310 327 328 328 327 310
A podocin-homodimer szerkezete

A Pyrococcus horikoshii stomatin-dimer szerkezete alapjan (Yokoyama et al, J Mol Biol, 2008)



A patogén dimerek szerkezete koros

nem patogén dimerek
podocinRZZQQ/RZZQQ

podoci nV290|V|/R229Q

podocinWt/wt

patogén dimerek
pOd ocinA284"/ R229Q

podocinA297V/R229Q
pOd ocCi nA284V/A284V




A patogén dimerek nem jutnak ki a sejtmembranba




256 beteg[mut];[mut] 89 beteg [Arg229GIn];[mut] .., L,
a0z R229Q; mutdcio asszocidciok
5 9 atogenitdsa
., allel . 7% of all allélfrekvencia % of all (n=87) P patog
mutdciok frekvencia (n=512)

p.Val268Asp*16 2 0,4% 0 1 valdszin(lileg nem patogén

p.Val268Gly 2 0,4% 0 1

p.Leu270Phe 0 0,0% 1 1,1% 0.15
p.His276Alafs*8 2 0,4% 0 1 valdszin(ileg nem patogén

exon 7

valdszin(ileg nem patogén

p.A301del 4 0,8% 0 1
p.Leu321Phefs*27 0 1 1,1% 0.15 valdszinlileg patogén
00 p.Arg322Gly 2 0,4% 2 1,1% 0.38
g p.Leu324Hisfs*20 1 0,2% 0 1
X
(]

p.Leu346Tyrfs*2 valdszinlileg patogén

p.Pro372llefs*16



Az R229Q-val nem patogén, C-terminalis trunkans podocinok varhatdéan gyenge komplexet képeznek

Az R229Q-val patogén misszensz mutdciok
vad podocin —
265 291-292 383

2. hélix

302 nem patogén az R229Q-val

IKDVRLPAGLUHSLAVEAEAQROAKVRIVIAAEAEKAASESLRMAAEILLGTP 347 hem patogén az R229Q-val




Az R286fs mutans podocin valéban nem kolokalizalédik mas podocinokkal

R286Tfs*17 R286Tfs*17
+ R229Q

+ wt

R286Tfs*17 / R286Tfs*17 R286Tfs*17
+ R138Q + A297V + R238S




A 321fs mutacid varhatoan er6sebb komplexet képez az R229Q podocinnal

Az R229Q-val patogén misszensz mutdciok

nativ podocin
265 @0 e e - - 291:292_ _ _ _ — — 383

2. hélix

302 nem patogén az R229Q-val

347 hem patogén az R229Q-val

helikalis - er6sebb komplex R229Q-val
347  patogén az R229Q-val



A 344fs mutdcid a harmadik hélixben |év6é aminosavakat érinti

Az R229Q-val patogén misszensz mutacidk
nativ podocin —
265 - 291-292_ _ _ _ _ _ 383

1. hélix 2. hélix . 3. heI|x
p.R286Tfs*17 homoldgia-modell alapjan szamolt régio

302 nem patogén az R229Q-val

347 hem patogén az R229Q-val

347  patogén az R229Q-val

347 patogén az R229Q-val




A 344fs podocin R229Q podocinra gyakorolt hatasaért az LTY szekvencia felel&s

r

'+ R229Q, +R229Q

p.F344Lfs*4

265 291

IKDVRLPAGLOHSEAVEAEAQROQAKVRMIAAEAEKAASESLRMAAEILSGTPAAVQLRYLHTLQSLSTEKPSTVVLPLP
p.F344*

265 291

IKDVRIPAGLIOHSIAVEAEAGROAKVRIMVIAAEAEKAASESLRMAAEILSGTPAAVQLRYLHTLQSLSTEKPSTVVLPLP



A patogén dimerek stabilabb komplexet képeznek-e?



A podocin expresszioja

1. intracelluldris domének expresszidja E. coli rendszerben

2. megfelel6 konstrukcié(k) kialakitasa — fuzids tag-ek

3. expresszio optimalizalasa, tisztitasi protokoll kidolgozasa

A teljes modellezett szakasz eldallitasa sikertelen
)f e 2 szabad cisztein — pontmutacié — szerin
aggregalddo, rendezetlen részek elhagyasa
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Podocin dimerizacio — expresszio, tisztitas, spektroszkodpiai vizsgalatok
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Folyamatban levé vizsgalatok

A trunkans podocinok membran-lokalizacidjanak szamitasa

Az endocytosis gatlasa révén annak eldontése, hogy a kéros podocin-
dimerek internalizalédnak, vagy ki sem jutnak a membranba

A podocin-dimerek termalis stabilitasanak meghatarozasa CD-
spektroszkopiaval

A podocin-dimerek strukturajanak vizsgalata NMR-rel és
krisztallografiaval
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