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Introducere

Litiaza renald este o patologie des Intdlnitd. Cele mai optimiste studii plaseaza riscul
de formare si eliminare al unui calcul, cu toate manifestdrile clinice zgomotoase
caracteristice, la 1%. Existd 1nsa si studii care plaseaza acest risc la 15%. Riscul trebuie insa

calculat 1nsa 1n functie de sex, varsta, rasa si mediul de viata al pacientilor.[1]
Stadiul actual al cunoasterii

Capitolul 1. Litogeneza

Calculii renali sunt depuneri minerale cristaline formate din cristale microscopice in
bucla Henle, tubii contorti distali sau in ductul colector. Aceste depuneri apar ca raspuns la
niveluri crescute de substante dizolvate n urina, cum ar fi calciul, acidul uric, oxalatul si
sodiul, precum si la niveluri scazute de inhibitori ai litogenezei, cum ar fi citratul si
magneziul. Volumul urinar scazut si pH-ul urinar anormal de scdzut sau ridicat contribuie, de

asemenea, la acest proces de formare a calculilor renali.

La multi pacienti cu boala litiazica nu se poate gasi o explicatie pentru tendinta urinei
(sau a fluidului tubular) de a forma un nucleu de precipitare din componenti ai calculului la
niveluri mai mici de suprasaturare, pentru sustinerea cresterii accelerate a cristalelor formate
sau pentru aderarea cristalelor unul la altul sau la o anumita structura intrarenala. In discutia
din paginile urmatoare lichidul tubular care strabate la un moment dat diverse segmente ale

nefronului va fi denumit ih mod generic urina.

O solutie este saturatd atunci cand existd o cantitate maxima de solvat in solvent. O
solutie suprasaturatd este o solutie in care solvatul in exces depaseste o valoare criticad de
echilibru si nu poate astfel intrd in solutie. Urind pacientilor care sufera de nefrolitiaza
majoritar calcica este suprasaturata cu oxalat de calciu si fosfat de calciu. Suprasaturarea este
exprimatd ca raportul dintre concentratia urinara de oxalat sau fosfat de calciu si solubilitatile
lor. Aceasta este mai mare la pacientii cu litiaza renald recurentd, iar tipul de calcul care se
formeaza se coreleazd cu suprasaturatia urinard. La niveluri de suprasaturare peste 1,
cristalele formeazd nuclee de agregare si cresc, favorizdnd formarea calculilor.
Suprasaturarea oxalatului de calciu este independenta de pH-ul urinei. Suprasaturarea

fosfatului de calciu creste rapid pe masura ce pH-ul urinei creste de la 6 la 7. Deoarece



calculii de oxalat de calciu se pot forma peste un strat initial de fosfat de calciu, tratamentul

ar trebui sa scada In mod optim suprasaturarea ambelor specii chimice.

Chiar si in solutiile metastabile, nucleatia va avea loc daca suprasaturarea creste
suficient de mult. In consecinti, formarea de nuclee de agregare reprezinti limita superioar a
metastabilitatii. Acest lucru a condus la conceptul de produs de formare sau de limita
superioara a metastabilitatii care denotd activitatea care induce formarea de cristale in urina
sau in solutii artificiale realizate pentru a simula urina. Acesta este punctul de inceput al fazei

cristaline in solutie. In acest moment este initiatd nucleatia.

Nucleatia este procesul prin care ionii liberi in solutie se asociazd in particule
microscopice. Cristalizarea poate avea loc in micromedii reprezentate de diverse puncte ale
nefronului unde solutia care incd nu poartd numele de urind finala are diverse concentratii din
diversi ioni. Procesul de cristalizare poate aveaa loc si pe suprafete, cum ar fi cele ale
celulelor si pe matricea extracelulara. Exista o divergentd de opinii intre sustindtorii ideii de
cristalizare a solutiei libere si cei care sustin ideea cristalizarii in alte locuri, in tubulii renali
sau pe peretii vezicii urinare, pe celulele normale sau deteriorate, pe zonele denudate de

celule de anumite leziuni, sau in interstitiu.

Agregarea este procesul prin care se formeaza particule mai mari din aglomerarea
cristalelor care se formeaza in solutie liberd. Poate cuprinde, de asemenea, fenomenul de
nucleatie secundard a cristalelor noi pe suprafata celor deja formate. Structura pietrelor
sugereazd cd unul dintre aceste procese trebuie sd se desfasoare pentru cad un calcul sa creasca
pana la o dimensiune semnificativd din punct de vedere clinic. Precum betonul care are
nevoie de un liant cum este cimentul si partcule cum sunt pietrele sau nisipul, asa si calculii
au nevoie de cristale si o matrice organicd, aceastd din urmd servind ca agent de legare.

Matricea organica contine proteine, lipide, polizaharide si alt material derivat din celule.

Cresterea cristalelor microscopice se realizeaza prin iesirea ionilor din solutie si
aderarea acestora la formdtiunea cristalind. Aceasta crestere a cristalelor prin aderarea de ioni
care ies din solutie este insa, teoretic, un proces limitat deoarece in vivo nu se observa calculi
de mari dimensiuni care sa fie formati numai dintr-un singur tip de ion sau molecula. Este
mult mai probabil cd un calcul sa creasca prin agregarea cristalelor preformate pe o matrice
acoperitd cu cristale ale altui calcul in formare, proces numit nucleatie secundard. S-a

speculat c¢d anumiti calculi cresc in interiorul sistemului pielocaliceal si pot deveni



semnificativi din punct de vedere clinic, fara sd fie eliminati o data cu urind finald deoarece

agrega sau se ataseaza la structuri intrarenale specifice.

Desi in general urind nu este suprasaturata cu fosfat de calciu, in bucla Henle acest
lucru poate sa se intample, ceea ce poate duce la precipitarea fosfatului de calciu in interstitiul
din medulara. Aceste depozite devin adesea suficient de extinse pentru a fi vizibile
macroscopic si au fost denumite placi ale lui Randall, dupa descoperitorul lor, Alexander
Randall. [2]

Capitolul 2. Factori de risc implicati in aparitia nefrolitiazei

2.1. Factori de risc modificabili

2.1.1. Factori urinari
2.1.1.1.Hipercalciurie
2.1.1.2. Hiperoxalurie
2.1.1.3. Hipocitraturia
2.1.1.4. Hiperuricozuria
2.1.1.5. Volum scazut de urina
2.1.1.6. pH-ul urinar

2.1.2. Factori dietetici
2.1.2.1. Aportul de lichide (scazut)
2.1.2.2. Calciul
2.1.2.3. Oxalatul
2.1.2.4.Potasiul
2.1.2.5. Sodiul
2.1.2.6. Proteinele
2.1.2.7. Fitatul
2.1.2.8. Zaharoza
2.1.2.9. Vitamina C
2.1.2.10. Modele dietetice
2.1.2.11. Medicamente



2.2. Factori de risc nemodificabili
2.2.1. Istoricul familial
2.2.2. Factori genetici

Datele din istoricul familial nu fac distinctie intre factorii genetici si factorii de mediu.
[3]. Majoritatea anchetatorilor considera ca sunt implicati mai multi loci genetici, afectand
poate absorbtia, resorbtia si excretia de calciu; absorbtia oxalatului; si absorbtia si excretia

citratului.
2.3.Alte patologii

O varietate de afectiuni medicale au fost asociate cu un risc crescut de formare al
calculilor:e Hiperparatiroidism primar @ Hipertensiune arteriala ® Guta.e Diabet zaharat.e
Obezitatea o Rinichiul spongios e Acidoza tubulard renala distala (tip 1) e Boala
inflamatorie intestinald, sindrom intestinal scurt, rezectie intestinald sau interventie

chirurgicala de bypass gastrointestinal ® Infectia tractului urinar e Cistinurie [3]

Capitolul 3. Aspecte ale geneticii litiazei renale

Eforturile pentru screeningul litiazei renale s-au intensificat dupa introducere in uz a
GWAS- genome-wide association study sau whole genome association study (studiu de
asociere a intregului genom), dar inca nu s-au creat paneluri de SNP-uri (single nucleotid
polymorphism) care sa ajute clinicienii in depistarea precoce a pacientilor predispusi la

recurentd litiazica.

Unul dintre primele GWAS-uri de mare anvergura care a dus la identificarea de SNP-
uri responsabile de aparitia calculilor renali este descris in articolul ,,Common and rare
variants associated with kidney stones and biochemical traits” publicat in revista ,,Nature” in

tulie 2015 de catre Oddsson, A. et al.

Date similare au fost descoperite de Thorleifsson, Urabe si Tanikawa care au studiat

mutatiile genetice in cohorte din Islanda si Japonia si au observat modificari genetice care au



un impact asupra fenomenelor de cristalizare si filtrare glomerulara la pacienti cu nefrolitiaza.

[4,5]
Capitolul 4. Evolutia studiilor genetice
4.1. Evolutia studiilor genetice umane

Identificarea factorilor de risc genetic pentru boli comune sau complexe, de exemplu
schizofrenia, diabetul de tip II, sau alte mai rare, cum ar fi fibroza chistica si anemia

falciforma a fost si rimane in continuare un obiectiv important al geneticii.
4.2. Conceptele care stau la baza proiectarii studiului
4.2.1 Polimorfisme mononucleotidice (SNP)

Polimorfismul nucleotidic unic (SNP) este o0 modificare a unei singure perechi de baze
intr-o secventa ADN si apare cu frecventa ridicata in genomul uman. El reprezinta unitatea
moderna de variatie genetica. [6]. SNP-urile sunt cea mai des intalnita forma de variatie

geneticd din genomul uman.
4.2.2 Esecurile conexiunii pentru bolile complexe

Afectiunile genetice rare, cum ar fi patologia amintitd mai devreme, fibroza chistica,
poate fi cauzatd de variante genetice diferite in cadrul unei singure gene. Atunci cand se
aplicd la tulburari mai frecvente, cum ar fi bolile de inimd sau diferite forme de cancer,
analiza inlantuirii genice nu a reusit sd ducd la rezultatele scontate. Aceastd inseamna ca
mecanismele genetice care influenteazd tulburarile comune sunt diferite de cele care

provoaca tulburari rare [7].
4.2.3 Ipoteza variantei comune asociata bolilor comune

In ultimul deceniu, ipoteza boald comuna / varianta comuna a fost testatd pentru o
varietate de boli comune si, desi o mare parte a ereditatii pentru aceste afectiuni nu este inca

explicatd, alelele comune joaca cu siguranta un rol in susceptibilitate.



4.3. Identificarea variatiei comune
4.3.1 Proiectul Harta Haplotipului Uman (The Human Haplotype Map Project- Hap Map)

Pentru a testa ipoteza boala comuna / variantd comuna pentru un fenotip, este necesara
o abordare sistematica. Este nevoie de verificarea a unei parti semnificative din variatiile

comune ale genomului uman.
4.3.2 Dezechilibrul de linkage (inlantuire)

Dezechilibrul de linkage (inlantuire) (DL) reprezintd asocierea nonrandomizata,
neintamplatoare a alelelor la diferiti loci si reprezinta un indicator sensibil al fortelor genetice
care structureazd un genom dintr-o anumita populatie. Este o proprietate a SNP-urilor
contigue dintr-o secventa genomica care descrie gradul in care o aleld a unui SNP este
mostenita sau corelatd cu o aleld a altui SNP in cadrul unei populatii. Termenul de DL fost
creat de geneticieni pentru descrierea matematicd a modificarilor de variatie genetica in timp

a unei populatii.
4.3.3 Asocierea indirecta

Prezenta LD creeaza doud rezultate pozitive posibile dintr-un studiu de asociere
genetica. In primul rezultat, SNP care influenteazi un sistem biologic care duce in cele din
urmd la fenotip este direct genotipat in studiu si se dovedeste cad este asociat statistic cu
trasatura. Aceastd este denumitd asociere directd, iar SNP-ul genotipat este uneori denumit
SNP functional. A doud posibilitate este cd SNP-ul influent sd nu fie tastat direct, ci, In
schimb, un tag SNP in LD mare cu SNP-ul influent sa fie tastat si asociat statistic fenotipului

(figura 3). Aceasta este denumita asociere indirecta [7].
4.4. Tehnologii de genotipare

Studiile de asociere la nivelul genomului au fost posibile prin disponibilitatea
tehnologiei microarray bazate pe cip-uri pentru testarea unui milion sau chair mai multe SNP-
uri. Doua platforme primare au fost utilizate pentru majoritatea GWAS. Acestea includ
produse de la Illumina (San Diego, CA) si Affymetrix (Santa Clara, CA).



4.5. Proiectarea studiului
4.5.1 Controlul cazurilor versus proiectele cantitative
4.5.2 Criteriile standardizate ale fenotipului

4.5.3 Extragerea fenotipului din fisele medicale electronice
4.6. Testul de asociere

4.6.1. Analiza locusului unic

4.6.2 Reglarea covariatei si stratificarea populatiei

4.6.3 Corectii pentru teste multiple
4.6.4 Analiza multi-locus

4.7. Replicare si metaanaliza
4.7.1 Replicarea statistica
4.7.2 Metaanaliza rezultatelor analizei multiple

Rezultatele mai multor studii GWAS pot fi reunite impreuna pentru a realiza o meta-

analiza.

4.7.3 Imputarea datelor

Pentru a efectua o meta-analiza corect, trebuie evaluat efectul aceleiasi alele pe mai
multe studii distincte. Acest lucru se poate dovedi dificil daca diferite studii folosesc diferite

platforme de genotipare (care folosesc seturi de markeri SNP diferite).

4.8. Viitorul

Studiile de asociere la nivelul genomului au avut un impact urias pe domeniul
geneticii umane. Ei au identificat noi factori de risc genetic pentru multe boli umane comune
si au fortat comunitatea genetica si se gandeascd la scara larga a genomului. In urmitorii
cativa ani vom vedea sosirea tehnologiei de secventare ieftine care va inlocui un milion de

SNP-uri cu intreaga secventa genomica de trei miliarde de nucleotide.
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Contributia personala

5. Obiectiv

Teza are ca obiectiv stabilirea unor asocieri intre profilul genetic populational si
procese implicate in etiopatogeneza genetica a nefrolitiazei. Factorii etiopatologici ereditari
sunt localizati la nivelul codul genetic, fiind transmisi pe parcursul a mai multor generatii.
Identificarea acestor factori este esentiala in evaluarea corectd a prognosticului acestei
patologii si dezvoltarea de seturi de markeri genetici utili in programe de screening activ in

cadrul populatiilor la risc.
6. Material si metode

6.1. Prezentarea metodologieci ROMCAN si ProMark

Datele folosite Tn cadrul studiului sunt rezultatul grantului de cercetare
ROMCAN - Genetic epidemiology of Cancer in Romania, proiect desfasurat in perioada
2014-2017 si un al set de date folosite in cadrul studiului sunt cele rezultate din proiectul
Promark ce s-a desfasurat intre 2007 si 2010. Din aceste doud cohorte au fost selectate toate
cazurile de litiazd renald. O componenta importantd a a fost reprezentatd de investigarea

nefrolitiazei intr-o sub-cohorta de pacienti si martori de etnie roma.
6.2. Analiza statistica utilizata

Asocierea genetica a SNP-urilor cu fenotipul reprezentat de nefrolitiaza a fost
analizata Tn doua etape consecutive reprezentate de doua teste de tip Fisher cu grad de
libertate folosind software-ul de analiza PLINK.

6.3. Populatia din studiu

Pentu acest studiu am selectat 335 de cazuri de nefrolitiaza confirmate din cohorta
ROMCAN [4] si ProMark [5] si un set de esantioane de control de 5105 de indivizi fara
litiaza renala recrutate din cinci mari spitale din Bucuresti intre 2008 si 2017. Sange si bucal

swab au fost colectate Tn cadrul studiului ProMark, respectiv ROMCAN.
Varsta Numar Indice de masa corporald

81-90 21 Subponderal 28

11



71-80

61-70

51-60

41-50

31-40

21-30

NA

Sex

6.4. Chestionarul utilizat

52

95

71

54

27

14

121

214

Greutate normala

Supraponderal

Clasa de obezitate |

Clasa de obezitate 11

Clasa de obezitate 111

NA

Sindrom de intestin iritabil
Prezent

Absent

Infectie cronica de tract urinar
Prezenta

Absenta

Aport proteic crescut

Prezent

Absent

50

92

84

41

36

15

320

235

100

134

201

Datelor fenotipice au fost colectate pe baza unui chestionarului dezvoltat in cadrul

proiectului ROMCAN, acest chestionar fiind format din cinci componente conexe: 1)

informatii generale despre pacient, 2) informatii medicale colectate in cadrul anamnezei, 3)

antecedente heredo-colatorale, 4) comportamente de risc si 5) aspecte relevante medical

privind stilul de viata.
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6.5. Declaratie de etica

Toti participantii au semnat un consimtdmant inainte de inscriere si au acceptat

utilizarea datelor personale, clinice si a probelor biologice pentru cercetarea genetica.
6.6. Genotiparea si analiza datelor

ADN-ul a fost extras din séngele integral pentru probele ProMark si bucal swabs
pentru probele ROMCAN, respectiv, la deCODE Genetics (Reykjavik, Islanda) si genotipate
folosind platofram Infinium OmniExpress - 24 (lllumina) [4,5].

7. Rezultate

Din 5434 participanti inclusi (4234 barbati, 1200 femei), 329 au reprezentat cohorta
de pacienti diagnosticati cu nefrolitiaza si 5105 indivizi au fost inclusi in cohorta de
controale. Distributia valorilor rezultatelor testului de asociere (graficul de tip Manhattan
plot al valorilor logaritmice ale P-ului) observate pentru acest fenotip este prezentata in figura

urmatoare :

—logio(p)
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Figura 1. Analiza genetica a SNP-ului RS1256328 — varianta genei ALPL

Pentru SNP-ul RS1256328, localizat pe cromozomul 1 pozitia 21570274 a fost observata o
valoare a P-ului de 3.20E-05 si un risc de 1.21 in cadrul testului de asociere. Acest marker

reprezinta o varianta intragenica a genei ALPL. Gena ALPL este localizata pe chr19:751126
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— 764318, fiind o gena raportatd anterior ca fiind implicata in diferite procese metabolice

importante [18].

7.1. Analiza genetica a SNP-ului RS1256328 - varianta genei ALPL

Pentru SNP-ul RS1256328, localizat pe cromozomul 1 pozitia 21570274 a fost
observata o valoare a P-ului de 3.20E-05 si un risc de 1.21 in cadrul testului de asociere.
Acest marker reprezintd o variantd intragenica a genei ALPL. Gena ALPL este localizata pe
chrl9:751126 — 764318, fiind o gena raportata anterior ca fiind implicata in diferite procese
metabolice importante [18]. Analiza datelor din cele mai importnate bio-banci care pot fi
consultate online, dupa interogarea privind expresia acestei gene in diferite probe de tesut
renal indica o valoare medie de 29.9 pTPM. Aceasta expresia medie genei ALPL la nivelul
renal poate reprezenta punctul de plecare al unor investigatii ulterioare privind implicarea

acestei gene 1n aparitia LR (litiaza renald).

Comparativ cu alte populatii descrise din punct de vedere genetico-epidemiologic,
SNP-ul RS1256328 este raport in cadrul rezultatelor noastre cu o frecventa a alelei minore de
0.1494. Aceasta valoare este una medie in contextul distributiilor acestor valori la nivel
mondial, avand sanse mici sa reprezinte un posibil marker genetic utilizat Tn viitoare paneluri
de screening genetic a LR in populatia din Romania. Frecventele raportate pentru acest

marker sunt enumerate in tabelul urmator:
7.2. Analiza genetica a SNP-ului RS823123 — varianta genei RAB29

RS823123 localizat pe cromozomul 1 pozitia 205756218 cu alele T si C, este 0
varianta genica situata in aproprierea genei RAB29. RS823123 a fost raportat anterior in
articolul “GWAS identifies nine nephrolithiasis susceptibility loci related with metabolic
metabolic and crystallization pathways” [21] cu valoarea P-ului de 5 x 10-13. In rezultatele
observate in studiul de fata, RS823123 a atins valoare P-ului de 0.004325 si un OR de
0.82044. Gena RAB29 este localizatd pe cromozomul 1, mai exact chrl: 205767986 —
205775460. Analiza bio-banciilor privind expresia genei RAB29 in diferite probe de tesut
renal indica o valoare scazuta de 6.9 pTPM. Totusi expresia moderatd a acestei gene la nivel
renal duce la ipoteza unor posibile investigatii ulterioare privind implicarea acestei gene in

LR.
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7.3. Analiza genetica a SNP-ului RS8098701 — varianta genei EPG5

RS8098701 este localizat pe cromozomul 18, in pozitia 45971047 cu alele C si T,
fiind o variant nucleotidica situata in aproprierea genei EPGS5 (ectopic P-granules autophagy
protein 5 homolog). RS8098701 a fost raportat anterior ca fiind asociat cu prezenta LR 1n
studiul “GWAS identifies nine nephrolithiasis susceptibility loci related with metabolic
metabolic and crystallization pathways” [20] cu valoarea P-ului de 2 x 10-6. In cadrul
rezultatelor observate in studiul nostru, RS8098701 a atins valoare P-ului de 0.00033 si un
OR de 0.85972 cu valori mai seminficative statistic in cazul analizei realizate pe cohorta
studiata (P-value= 0.00080 si OR=00.89701). Gena EPGS5 este localizata pe cromozomul 18,
chrl8: 45847609 — 45967274.

Comparativ cu alte populatii descrise din punct de vedere genetico-epidemiologic, SNP-
ul RS8098701 este raportat in rezultatele noastre cu o frecventa a alelei minore de 0.7492.
Aceasta valoare este mult peste valoriile observate in randul frecventelor observate la nivel
mondial. Astfel, RS8098701 poate reprezenta un marker genetic in viitoare paneluri de

screening genetic a LR in populatia din Romania.

7.4.Analiza genetica a SNP-ului RS1762563 — varianta genei MISP

SNP-ul RS1762563 este localizat pe cromozomul 19 pozitia 756985. Pentru acest
polimorfism s-a calculat o valoare a P-ului de 1.24E-05 si un risc de 14.81 in cadrul testului
de asociere. Acest marker reprezintd o variantd intragenica a MISP (mitotic spindle
positioning). Gena MISP este localizata pe cromozomul 19, mai exact chrl9:751126 —
764318. Analiza bio-banciilor privind expresia acestei gene in diferite probe de tesut renal
indicd o valoare scazutd de 6.9 pTPM. Totusi expresia moderata a acestei gene la nivelul
rinichiului formuleaza posibilitate unor investigatii ulterioare privind implicarea acestei gene
in aparitia nefrolitiazei. Comparativ cu alte populatii descrise din punct de vedere genetico-
epidemiologic, SNP-ul RS1762563 este raportat Tn cadrul rezultatelor noastre cu o frecventa
a alelei minore de 0,29287, ceea ce coteaza aceastd frecventa in esalonul superior al valorilor
frecventelor acestei alele la nivel mondial. Valoarea frecventei raportate poate reprezenta o

particularitate genetica a acestei patologii in populatia din Romania.
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7.5.Analiza genetica a SNP-ului RS35148638-C — varianta genei CCNH

RS35148638 localizat pe cromozomul 5 pozitia 87315172 (5q14.3) cu alele A si C,
este situat in intronul 1 al genei CCNH (cyclin H). RS35148638 a fost raportat anterior in
studiul “GWAS identifies nine nephrolithiasis susceptibility loci related with metabolic and
crystallization pathways” [20] cu valoarea P-ului de 6 x 10”°. Tn rezultatele obtinute in cadrul
studiului nostru RS35148638 a atins valoarea P-ului de 0,000731 si un risc pentru alela
testatd de 1,1905. Gena CCNH este localizata pe cromozomul 5, chr5:7123126 — 7315418,
fiind o gena raportata anterior ca fiind implicata in diferite procese metabolice. O analiza
completd a expresiei genei CCNH in diferite seturi de tesuturi a fost realizata utilizand atat
GTEx Analysis Release V7 cat si GeneAtlas U133A si s-au putut observa valori medii
crescute la nivelul tesutului renal. Analizand toate datele disponible in urma analizei realizate
in populatia din acest studiu coroborate cu raportarile anterioare ale acestei variante care
atestd faptul ca este implicatd in patologia renala, se confirma faptul ca varianta are o valoare
predicitivd in populatia din Romania. Comparativ cu alte populatii descrise din punct de
vedere genetico-epidemiologic, SNP-ul RS35148638 este raportat in cadrul rezultatelor
noastre cu o frecventd a alelei minore de 0,4414. Aceastd valoare este cotatd la nivelul
superior al distributiei acestor valori la nivel mondial, si reprezintd o posibila particularitate

genetica pentru nefrolitiaza in populatia din Roméania.

7.6.Analiza genetica a SNP-ului RS3775182 — varianta genei MAPK10

SNP-ul RS3775182 localizat pe cromozomul 4 pozitia 86058430 are o valoare a p-
ului de 3.48E-06 si un risc de 2.332 in cadrul testului de asociere. RS3775182 reprezinta
varianta genetica cu cel mai mic P-value obtinut in urma testului de asociere final, alela
minora prezentand caracteristici de stabilitate statistica reflectate de valorile riscului raportat
(OR). Luénd in considerare toate particularitatile statistice mentionate mai sus, consider ca
aceasta varianta este o candidata ideala pentru investigatii biologice ulterioare. Acest marker
reprezintda o variantd intragenici a MAPK10. Aceasta varianta geneticd a fost raportata
anterior in publicatia ,,Gemcitabine and arabinosylcytosin pharmacogenomics: genome-wide
association and drug response biomarkers” [23] in 2009. Gena MAPK10 este localizata pe
chr4:85,990,007-86,594,625 conform GRCh38/hg38, fiind 0 gena mentionatd anterior in
literatura de specialtiate ca fiind implicata in diferite procese metabolice oncogenetice.
Comparativ cu alte populatii descrise din punct de vedere genetic si epidemiologic,SNP-ul

RS3775182 este raportat in rezultatele acestei teze cu o frecventa a alelei minore de 0.07139.
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Aceasta valoare este comparabila cu valori medii ale distributiei acestora la nivel mondial,

reprezentand o posibila particularitate genetica a acestei patologii in populatia din Romania.

7.7.Analiza genetica a SNP-ului RS9572356 — varianta genei KLHL1

SNP-ul RS9572356 localizat pe cromozomul 13 pozitia 70085026 a fost observant cu
o0 valoare a p-ului de 4.72E-06 si un risc de 2.398 in cadrul testului de asociere. RS9572356
reprezinta varianta genetica cu una din cele mai mic P-value obtinut in cadrul testului de
asociere final, alela minora prezentand caracteristici de stabilitate statistica reflectate de
valorile riscului raportat (OR). Luand in considerare toate particularitatiile statistice
mentionate mai sus, consider aceasta varianta ca fiind o candidata ideal pentru investigatii
biologice ulterioare. Acest marker reprezinta o varianta intronica a genei KLHL1 fiind situat
in intronul 4. Gena KLHL1 este localizata pe chrl13:69,700,593-70,108,493 confrom
GRCh38/hg38, fiind o mentionata anterior in literatura de specialtiate ca fiind implicata in
procese legate de asocierea farmacocinetica a acidului micofenolic si transplantul renal renal
[24]. O alta raportatre semnificativa diin perspectiva biologica a acestei gene este
reprezentata de implicarea ei in modloarea functiei canalelor de calciu de tip P/Q. [25]
Analiza bio-banciilor privind expresia acestei gene in diferite probe de tesut renal indica o
valoare extrem de scazutd de 0.1pTPM. Aceasta valoare scazuta raportata in cazul genei
studiate la nivelul rinichiului sustine foarte putin posibilitate valorii predictive a acesteia in
patalogia studiatd in aceasta tezd. Analiza acestei gene a fost initiatd in urma trecerii in revista
a putinelor publicatii stintifice ce sustin o ipotezd de studiu si implicarea acestei gene in
procese metabolice comune metabolismului calciului. Comparativ cu alte populatii descrise
din punct de vedere genetic si epidemiologic SNP-ul RS9572356 este raportat in rezultatele
acestei teze cu o frecventa a alelei minore de 0.06054. Aceasta valoare este comparabild cu

valori medii ale distributiei acestora la nivel mondial.

7.8.Analiza genetica a SNP-ului RS1950031 - varianta genei ALKBH8

Pentru SNP-ul RS1950031, localizat pe cromozomul 11 in pozitia 107558697 a fost
observata o valoare a P-ului de 6.95E-06 si un risc de 1.795 in cadrul testului de asociere.
RS1950031 reprezintd varianta genetica cu una din cele mai mici P-value obtinute in cadrul
testului de asociere final, alela minord prezentand caracteristici de stabilitate statistica
reflectate de valorile riscului raportat (OR). Gena ALKBHS este localizata pe 1:107,502,726-
107,565,742conform GRCh38/hg38, fiind 0 gena mentionata anterior in literatura de

specialitate ca fiind implicata in procese legate de progresia cancerului de vezica urinara. [27]
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Analiza bio-banciilor privind expresia acestei gene in diferite probe de tesut renal
indicd o valoare extrem de scazutd de 4.8 pTPM. Aceasta valoare scazuta la nivelul
rinichiului raportata in cazul genei ALKBHS sustine foarte putin posibilitatea ca aceasta sa
aiba valoare predictiva pentru LR. Analiza genei a fost initiatd ca urmare a informatiiolor
furnizate in publicatii stiintifice ce sustin o ipotezd de studiu si implicarea acestei gene In

procese metabolice de corectie a trascriptiei genice.

7.9.Analiza genetica a SNP-ului RS3826607 — varianta genei MOCOS

SNP-ul RS3826607 este localizat pe cromozomul 18 pozitia 107558697. Pentru
aceastd variantd s-a calculat o valoare a P-ului de 8.48E-06 si un risc de 0.45 in cadrul
testului de asociere. RS3826607 reprezinta varianta genetica cu una din cele mai mici P-value
obtinut in cadrul testului de asociere final, alela minora prezentand caracteristici de stabilitate
statistica reflectate de wvalorile riscului raportat (OR). Luand in considerare toate
particularitatile statistice mentionate mai sus, consider aceastd variantd ca fiind o candidata
ideald pentru investigatii biologice ulterioare. Acest marker reprezintd o varianta situatd in
amonte de genea MOCOS fiind intanitd la 2KB in fata acesteia . Aceastd gena este
responsabild de producerea unei enzime ce sulfureaza cofactorul pe baza de molibden care
este necesar pentru activarea xantindehidrogenazei (XDH) si aldehidoxidazei (AO). XDH
catalizeaza conversia hipoxantinei spre acid uric via xantina, de asemena convertind
alupurinolul in oxipurinol si pirazinamida in 5-hidoxi pirazinamida. Mutatiile acestei gene
cauzeaza o afecttune metabolicd cunoscuta ca xantinurie de tip 2, astfel alterarea expresiei
genei MOCOS duce la scaderea nivelului de acid uric in urind cu cresterea nivelurilor serice
a xantinei si hipoxantinei, cu formarea de calculi de xantind si miozita prin depunerea tisulara
de xantind. [28] Comparativ cu alte populatii descrise din punct de vedere genetic si
epidemiologic SNP-ul RS3826607 este raportat in rezultatele acestei teze cu o frecventa a
alelei minore de 0.1417. Aceasta frecventa are o valoare asemanatoare cu valorile raportate la
nivel mondial, ceea ce face probabila ipoteza ca RS3826607 sa reprezinte o posibila

particularitate genetica a LR 1n populatia din Romania.

7.10. Analiza populatiei de etnie roma

Dupa cum mentionam in obiectivele acestei teze, am considerat oportun sa analizdm
un subset de indivizi de etnie roma ce au facut parte din studiul de asociere genetica. Pentru a

intelege particularitdtile genetice ale acestei populatii am analizat din perspectiva antropo-
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geneticd legatura dintre aceastd populatie si populatia roméana. In acelasi timp am extins
aceasta analiza la nivelul a inca 14 populatii europene in vederea evaludrii asa numitei
“distante genetice” dintre populatii. Studiul structurii genetice la populatia roma a dezvaluit
ca exista o similitudine de circa 80% intre populatia roma si cea majoritara, romana. Mai
mult, analiza distributiei genetice a identificat mai multe asemanari intre romi si grupuri de
populatie ne-roma, sugerand o deriva genetica slaba. Analizand Tn ansamblu aceste rezultate
nu putem concluziona ca exista un impact asupra fenotipului studiat bazat pe particularitatile
genetice ale populatiei rome din cadrul acestui studiu. Mentionez ca acest rezultat are o
valoare medicalda cat si antropologicd, sustindnd dezvoltarea unei strategii comune de
screening al nefrolitiazei la nivel european. Beneficiile unui program de screening uniform
sunt de natura medicala, logistica cat si economica, considerand aceste rezultate ca fiind o

posibila fundamentare pentru viitoare programe de screening genetic mixt.

8. Discutii

8.1.Aspecte epidemiologice

Litiaza renala este o afectiune importantd in urologia contemporand deoarece prezinta
o prevalentd insemnata comparativ cu restul patologiilor din sfera urologiei si este Intalnita in
toate regiunile mapamondului. Aceasta patologie este depistata la aproximativ 1-3% din
populatia generald, dupa unele studii, si din pacate afecteaza in special persoanele de varsta
productiva, ceea ce are un impact social si economic deosebit, prin pierderea capacitatii de
muncd. Este foarte rard la copii, in peste 70% din cazuri fiind afectati pacientii cu varsta
cuprinsd intre 20-50 de ani, exceptie facand tarii in curs de dezvoltare sau subdezvoltate in

care malnutritia infantila si bolile diareice sunt frecvent intdlnite. [29]
8.2.Componenta genetica a nefrolitiazei

Nefrolitiaza este o patologie comuna care poate fi asociatd cu modificari ale compozitiei
solutului urinar, cum ar fi hipercalciuria. Studiile sugereazd ca prevalenta tulburarilor
monogenice responsabile de aparitia calculilor renali, incluzand acidozd tubulard renala,
sindrom Bartter, hiperoxalurie primara si cistinurie, la pacientii care se prezintd in mod
frecvent in clinicle de urologie in cautarea tratamentului este de circa 15%. [2] Cu toate
acestea, pentru majoritatea indivizilor, nefrolitiaza are o etiologie multifactoriala care implica

factori genetici si de mediu. Factorii ereditari implicati in formarea calculilor au fost
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recunoscuti de multd vreme si odatd cu aparitia erei genomice, avem potentialul de a defini
defectele genetice subiacente. Formarea calculilor renali este multifactoriala, cu factori de
mediu care interactioneazd cu factorii genetici de baza. Defectele genetice izolate si
tulburarile ale unei singure gene care duc la formarea calculilor au fost valoroase in definirea

fiziopatologiei renale, dar acestea raman boli rare.
8.3.Elementele de baza ale nefrolitiazei si factorii sai genetici

Exista mai multe tipuri de litiaza renald, dar de departe cei mai frecventi calculi sunt
calculii care contin calciu (cel mai adesea calculii de oxalat de calciu), care reprezintd 75%
din toate cazurile de litiazd. Numeroase studii au evidentiat unii dintre factorii metabolici
predispozanti pentru de formarea de calculi si acestia au o relevantd deosebita pentru ca pot
influenta o predispozitie genetica subiacenta. [29] Cei mai frecventi calculi renali sunt cei
formati din oxalat de calciu si factorii metabolici care stau la baza formarii acestora, sunt de

cele mai multe ori hipercalciurie, hiperoxalurie, si hipocitraturie.

Hiperoxaluria se poate datora tulburdrilor monogenice rare responsabile de aparitia
hiperoxaluriei primare (PH tip 1, 2 si 3) sau mai frecvent in cazul hiperoxaluriei enterice sau
hiperoxaluriei idiopatice. Genetica moleculard a PH si fenotipurile sale asociate au fost recent
revizuite si actualizate. PH cuprinde un set rar autozomal recesiv de tulburari (prevalenta
1:58,000) care conduc la supraproductie de oxalat ce au ca rezultat hiperoxaluria, ceea ce in

schimb duce la litiaza renala si/sau nefrocalcinoza.

8.4.1dentificarea de markeri genetici asociati nefrolitiazei Tn cadrul cohortei din
Romania
8.4.1. Gena SLC26Al
Recent, interesul pentru SLC26A1 ca gend candidata pentru hiperoxalurie a crescut.
Gena SLC26A1 codifica o proteina implicata in schimbul de anioni sulfat SAT1. Un pacient
din cohorta studiatd a prezentat mutatii heterozigote compuse ce au fost identificate in
SLC26A1. La un al doilea pacient, o singurd variantd homozigotd a fost identificata in
SLC26A1. Aceste rezultate indica faptul ca SLC26A1 poate fi incriminat ca o cauza genetica
a nefrolitiazei cu oxalat de calciu, prin rolul jucat de aceste modificari genetic in transportul

oxalatului intestinal si tubular.
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Cele doua variante identificate au fost RS746627874 si RS775172497. Chiar si intr-0

stare heterozigota, pot conferi, prin urmare, un risc crescut de nefrolitiaza.
8.4.2. Nefrolitiaza asociata bolilor ereditare

8.4.2.1 Boala lui Dent

Boala Iui Dent este o patologie rara, recesiva, X linkata, care afecteaza tubul proximal al
nefronului. Afectiunea este detrminata in circa 60% din cazuri, adica la cei cu Boala Dent tip
1, de o afectare a genei CLCNS. La 15% din cazuri, adicad cei care sufera de varianta 2 a
acestei boli, mutatia afecteazd gena OCRLI1. Aceste gene sunt localizate pe cromozomul
Xpl11.22, respectiv Xq25. Patologia este asociatd cu mutatii ale schimbatorului proximal de
clorura. Din punct de vedere fenotipic, se constata cd acesti pacienti prezinta nefrocalcinoza,
polidipsie si poliurie, hipercalciurie, proteinurie cu proteine cu greutate moleculard mica,
insuficienta renala, hiofosfatemie, rahitism sau osteomalacie si nefrolitiaza. In unele cazuri,
pacientii pot prezenta un sindrom Fanconi partial (afectarea tubului renal proximal si
dereglari ale metabolismului osos) sau sindromul Bartter (hipokaliemie prin afectarea partii
ascendente a ansei Henle). La pacientii cu Boala Dent tip 2 pot aparea si manifestari
extrarenale, cum ar fi retardul intelectaul, cataracta, hipotonie. Tn multe cazuri, tratamentul

hipercalciuriei este cea mai directd abordare a prevenirii calculilor renali. [45]

In populatia studiatd am identificat 4 indivizi ce prezinta SNP-uri neraportate anterior

la nivelul genei CLCNS.
8.4.2.2.Cistinuria

Cistinuria, este semnul clinic al unei boli care implicd mutatii ale subunitatilor
responsabile de transportul aminoacizilor in tubul proximal; raméane in continuare una dintre
bolile ce duc la nefrolitiaza care pun probleme deosebite de diagnostic si de tratament.
Cistinuria de tip A implicd mutatii ale genei SLC3Al, care se gdseste pe cromozomul 2.
Aceasta codificd subunitatea grea a transportorului de aminoacizi, iar mostenirea bolii In
aceasta populatie de pacienti este autosomal recesivd, cu grad de penetrantd de 100%;
purtatorii au modele normale de excretie si risc normal de nefrolitiazd. Aceasta rdimane cea
mai frecventa forma a bolii si cuprinde 45%-64% dintre pacientii cu cistinurie. Cistinuria de
tip B este legatd de mutatiile genei SLC7A9 de pe cromozomul 19, care codifica subunitatea

usoard a transportorului de aminoacizi. Mostenirea in aceastd populatie a fost autosomala
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recesiva sau autosomal dominanta cu penetrantd incompleta. Purtatorii au un risc crescut de
cistinurie si cu pani la 18% risc mai mare de nefrolitiaza. In cazuri rare, pacientii pot
prezenta mutatii la ambele subunitati ale transportatorului cu debut ulterior al bolii. Acest
subtip a fost denumit cistinurie de tip AB si se gaseste la 2%-4% dintre pacientii cu cistinurie.
[46]. In populatia studiati in cadrul acestui studiu am identificat purtitori ai variantelor
mutante ale genele SLC3A1 si SLC7A9, dar nu am intalnit nici un individ purtdtor al

mutatiilor din ambele gene simultan (tip AB).

In cadrul cohortei analizate au fost indentificate 3 variante mutante in gena SLC3AL,
la trei indivizi diferiti, toate cele trei fiind variante exonice. In gena SLC7A9 a fost observati

o singura variantd intronica la un barbat de 49 de ani.
Concluzii
Contributii proprii:

1. Publicarea a doua studii de tip GWAS care au investigat nefrolitiaza in Romania,

lucrari acceptate de catre reviste importante la nivel international si regional.

2. Evaluarea completd a profilului genetic asociat nefrolitiazei In Romania, demers
finalizat prin identificarea unui set de markeri cu valoare predictiva. 3. Formarea unei bio-

banci si a unui set de date fenotipce adiacente ce poate prezenta utlizari si in proiecte viitoare.

4. Stabilirea frecventei alelelor de risc mentionate la punctul 2, aspect ce poate avea

un impact in evaluarea riscului ereditar in familiile cu risc genetic.

5. Evaluarea factorilor de risc exogeni in contextul prezentei unui profil de risc

genetic preexistent si clasificarea lor In raport cu evolutia bolii.

6. Prin publicare in mod transparent a rezultatelor obtinute am creat oportunitatea

dezvoltarii de metaanalize ce pot include subseturi de pacienti de origine romana.

7. Setul de date obtinut poate avea valoare de panel de screening in urma continuarii

studiilor la nivelul populatiei din tara noastra.

8. Analiza realizatd in cadrul proiectului ROMCAN a dus la o evaluare completa
(genome wide) a unei subcohorte de etnie roma, acest aspect reprezentand un precedent la

nivel mondial.
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