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Wykaz zastosowanych skrotow

95% CI — 95% przedziat ufnosci (confidence interval)

ACEI - inhibitory konwertazy angiotensyny (angiotensin converting enzyme inhibitors)
ATI1R — receptor angiotensyny Il typu 1 (angiotensin Il type | receptor)

ATN — ostra martwica cewek (acute tubular necrosis)

CLC-1 — kardiolipinopodobna cytokina 1 (cardiolipin-like cytokine 1)

CMV - cytomegalowirus (cytomegalovirus)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)

DG - dystroglikan (dystroglycan)

dNLR — pochodny wspotczynnik NLR (derived-NLR), stosunek liczebnosci neutrofilow do
roznicy liczebnosci leukocytow 1 limfocytow

eGFR — przesgczanie klebuszkowe (estimated glomerular filtration rate)

ELISA — test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay)

FOXP3 — czynnik transkrypcyjny charakterystyczny dla komorek Treg

FSGS — ogniskowe i segmentalne stwardnienie ktebuszkow nerkowych (focal segmental
glomerulosclerosis)

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus)

HR — iloraz hazardu (hazard ratio)

IDO-1 - 2,3-dioksygenaza indolaminy (indoleamine 2,3-dioxygenase)

IgAN — nefropatia IgA (IgA nephropathy)

IFN — interferon

IQR — zakres migdzykwartylowy (interquartile range)

KDIGO — Kidney Disease Improving Global Outcomes

KZN — kigbuszkowe zapalenie nerek

MCD - submikroskopowe kiebuszkowe zapalenie nerek (minimal change disease)
MDA - dialdehyd malonowy (malon dialdehyde)

MLR — stosunek liczebnosci monocytéw do limfocytow (monocyte-to-lymphocyte-ratio)
MMPs — metaloproteinazy macierzy (matrix metaloproteinases)

MN — btoniaste kigbuszkowe zapalenie nerek (membranous glomerulonephritis)
MSC-EXo — egzosomy pochodzace z mezenchymalnych komorek macierzystych szpiku
kostnego

NAD — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (nicotinamide adenine dinucleotide)
NGAL — ludzka lipokalina zwigzana z zelatynazg neutrofili (neutrophil gelatinase associated
lipocalin)

NLR — stosunek liczebnosci neutrofilow do limfocytéw (neutrophil-to-lymphocyte-ratio)
NOS — wariant niespecyficzny (not otherwise specified)

PARP-1 — polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1)

PAI-1 — inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (plasminogen activator inhibitor-1)
PChN- przewlekta choroba nerek

PLR — stosunek liczebnos$ci ptytek krwi do limfocytow (platalet-to-lymphocyte-ratio)
POChHP — przewlekta obturacyjna choroba ptuc

SD — odchylenie standardowe (standard deviation)

SIRT-1 —sirtuina 1 (sirtuin 1)



SLE — toczen trzewny uktadowy (systemic lupus erythematosus)

SUPAR — rozpuszczalna forma receptora urokinazowego aktywatora plazminogenu (soluble
plasminogen activator urokinase receptor)

TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu 3 (transforming growth factor 1)

TIMP — inhibitory tkankowe metaloproteinaz (tissue inhibitors of metaloproteinases)
TIN — zmiany zapalno-cewkowe o charakterze przewlektym (tubulointerstitial nephritis)
TNF-o — czynnik martwicy nowotworow o (tumor necrosis factor-o)

Treg — komorki T regulatorowe (regulatory T cells)

UPCR - stosunek biatka do kreatyniny w moczu (urine protein/creatinine ratio)

WZW — wirusowe zapalenie watroby

ZN — zespot nerczycowy
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1  Wstep

Ogniskowe i segmentalne stwardnienie klebuszkéw (FSGS, ang. focal segmental
glomerulosclerosis) jest zaliczane do podocytopatii, charakteryzujacych si¢ ogniskowa
1 segmentalng sklerotyzacja pe¢tli wlo$niczkowych kiebuszkéw nerkowych. W zaleznosci od
typu, FSGS objawia si¢ bialkomoczem o réznym nasileniu, od $sladowego, az do zespotu
nerczycowego z nasilonymi obrzekami 1 hipoalbuminemig. W polowie przypadkow
z krwinkomoczem, niekiedy z towarzyszacym nadci$nieniem tg¢tniczym lub uposledzeniem
funkcji filtracyjnej nerek. Obecny podzial poszczegdlnych typow FSGS wedlug Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) z 2021 roku wyroznia FSGS: pierwotny,

wtorny, uwarunkowany genetycznie oraz o nieustalonej etiologii [1].

1.1  Podzial FSGS wedlug KIDGO

1.11 Pierwotne ogniskowe i segmentalne stwardnienie klebuszkéw nerkowych

Pierwotne ogniskowe i segmentalne stwardnienie ktgbuszkéw nerkowych jest najczestsza
przyczyng zespotu nerczycowego (ZN) u dorostych w USA [2]. W polskiej populacji oséb
dorostych FSGS bylo drugim najczestszym rozpoznaniem w biopsji nerki (15% przypadkow,
16,2-16,8% zespotu nerczycowego) [3]. W populacji wiloskiej FSGS odpowiadat za 12,3%
przypadkéw zespotu nerczycowego, podobnie jak w innych badaniach europejskich [4-6].
Zapadalno$¢ na te chorobe wynosi 1,6-5,3/mlIn/rok, a objawy FSGS 1,5-2 razy czeSciej

obserwowane sg u mezczyzn [3-7].

1.1.2 Wtoérne ogniskowe i segmentalne stwardnienie kl¢buszkow nerkowych

Wtoérne ogniskowe 1 segmentalne stwardnienie kigbuszkow nerkowych jest
rozpoznawane znacznie czgsciej niz pierwotne. Przyczynami wtornego FSGS s3: zmiany
adaptacyjne zwiazane z hiperfiltracja kigbuszkéw nerkowych (przebiegajace ze zredukowang
lub prawidlowg liczna czynnych nefronow) lub uszkodzenia podocytow wywotane przez
toksyczno$¢ lekow, zespot hemofagocytowy lub zakazenia wirusowe. We wtornych typach
FSGS zwykle nie stwierdza si¢ zespotu nerczycowego 1 nie stanowig one wskazania do leczenia

immunosupresyjnego [8].



1.1.3 Ogniskowe i segmentalne stwardnienie kl¢ebuszkéw nerkowych uwarunkowane

genetycznie.

Genetyczne uwarunkowane ogniskowe 1 segmentalne stwardnienie klebuszkow
nerkowych moze ujawni¢ si¢, jako choroba sporadyczna lub rodzinna, z dziedziczeniem
autosomalnym dominujgcym, autosomalnym recesywnym, sprzezonym z chromosomem X lub
mitochondrialnym. Poczatek choroby wystepuje we wczesnym dziecinstwie. Genetycznie
uwarunkowany FSGS moze by¢ ograniczony do nerek lub by¢ cze$cia szerszego zespotu
z zaj¢ciem pozostatych narzgdoéw. Jest zazwyczaj oporny na leczenie glikokortykosteroidami.
Genetycznie uwarunkowane postacie FSGS wujawniajg si¢ dopiero po natozeniu si¢
jednocze$nie czynnikdw genetycznych i srodowiskowych. Najlepiej znanymi zaburzeniami
genetycznymi zwigzanymi w FSGS sg polimorfizmy G1 i G2 w genie apolipoproteiny L1,
(APOL1) u pacjentow pochodzenia afrykanskiego [8-10].

Tabela 1-1. Klasyfikacja FSGS wedlug KDIGO 2021.

Typ Etiologia
Pierwotne Niezidentyfikowane rozpuszczalne czynniki, ktore prowadza do uszkodzenia
podocytow
. . Otytos¢, cukrzyca,
. . z praw1cfHow’q liczb nadci$nienie t¢tnicze, inne
Zmlany.adgptacyjne netronow pierwotne typy KZN
wynikajace z :

hiperfiltracji _Nefropatla odI_)lywowa, _
klebuszkowej ze zmniejszong liczba | oligomeganefronia, dysplazja

nefronow nerki, anemia sierpowato-

Wtorne krwinkowa, podeszty wiek

Polekowe: inhibitory mTOR,

Zakazenia wirusowe: inhibitory kalcyneuryny,

Uszkodzenie HIV, HCV, CMV, antracykliny, heroina, leki
podocytow SA%aSerovcusBm, . Przeciwwirusowe:
home fo '2’tzesl"° (ledipaswir, sofosbuwir), lit,
emotagocytowy IFN, steroidy anaboliczne
Genetycznie . .
Y Rodzinne Syndromiczne Sporadyczne
uwarunkowane
nitle:uss(éiozej brak danych wskazujacych na genetyczng lub srodowiskowa przyczyne
przyczynie



1.1.4 Ogniskowe i segmentalne stwardnienie kl¢buszkéw nerkowych o nieustalonej

przyczynie.

Niekiedy nie udaje si¢ zidentyfikowaé genetycznej lub mozliwej do zidentyfikowania
przyczyny wtornego FSGS (FSGS-UC, ang. undetermined cause). Ta forma FSGS ré6zni si¢ od
pierwotnej brakiem zespotu nerczycowego. U jej podtoza lezg prawdopodobnie niepoznane

jeszcze przyczyny genetyczne lub srodowiskowe [8].

Szczegotowy opis przyczyn etiologicznych poszczegolnych typdéw FSGS przedstawiono

w Tabeli 1-1.

1.2  Obraz histopatologiczny

Ogniskowe i segmentalne stwardnienie kigbuszkow nerkowych (FSGS) jest chorobg
zwigzang z uszkodzeniem podocytow. Charakteryzuje sie sklerotyzacja petli wto$niczkowych

kiebuszkow nerkowych, ktora jest ogniskowa i segmentalna.

W mikroskopie §wietlnym stwierdza si¢ w klebuszkach zmiany ogniskowe (obejmujace
mniej niz 50% kicbuszkow) segmentalne stwardnienia petli  wlosniczkowych
z towarzyszacymi, zrostami petli z torebka Bowmana. W podzniejszej fazie choroby
obserwowany jest przybytek macierzy mezangium. Niekiedy wystgpuje przerost pgczkow
naczyniowych kilebuszkéw. Natomiast w $rédmiazszu stwierdza si¢ krople resorpcyjne
w nablonku cewek proksymalnych. W trakcie progresji choroby moze pojawic sie¢
srodmiagzszowy przewlekty proces zapalny w konsekwencji prowadzacy do zaniku cewek

1 rozwoju wtoknienia §rodmigzszu.

W mikroskopie elektronowym obserwowane s3: rozlegle sptaszczenie wyrostkow
stopowatych podocytow, odwarstwienie podocytow od blony podstawnej kiebuszka oraz

transformacja mikrokosmkowa 1 wakuolizacja podocytow.

W obrazie immunofluorescencyjnym w ogniskach stwardnienia wystepuja ztogi C3 lub

IgM.

Opublikowana w 2004 roku Klasyfikacja Uniwersytetu Columbia wyr6znia pieé
wariantow histopatologicznych FSGS: z zapadaniem si¢ $wiatta petli naczyniowej kigbuszkow,
wierzchotkowy, komorkowy, przywngkowy 1 niespecyficzny (not otherwise specific-NOS) [7].
Najgorsze rokowanie stwierdza si¢ u pacjentdw z wariantem z zapadaniem $wiatta petli
naczyniowej klebuszkoéw. Szacuje sig, ze u prawie 70% tych chorych w ciggu 3 lat dojdzie do

rozwoju schytkowej niewydolno$ci nerek [9-14].



Poprzednio uwazano, ze obserwowane u czesci pacjentow ztogi IgM sa wynikiem
biernego ich odktadania, jednakze, ich lokalizacja korespondujaca z lokalizacja sktadowych
dopeliacza moze $wiadczy¢ o jego aktywacji. Niedawno wykazano, ze pacjenci ze ztogami
IgM mieli r6wniez wyzsze stezenia [gM w surowicy reagujace na epitopy komorek srodblonka
ktgbuszkow. Potwierdza to hipoteze o aktywacji ukladu dopetliacza przez IgM 1 moze

przyczyniac si¢ do uszkodzenia klebuszkow [15].

1.3 Przebieg Kkliniczny pierwotnego FSGS

U ponad 70% chorych z pierwotnym FSGS wystepuje zespdt nerczycowy o ostrym
poczatku [12]. Do objawow klinicznych pierwotnego FSGS nalezg: masywne obrzeki, nagly
poczatek bialkomoczu nerczycowego, ciezka hipoalbuminemia. U okolo 30% pacjentéw na
poczatku choroby obserwuje si¢ cechy zespoly nefrytycznego: krwinkomocz, uposledzenie
funkcji nerek oraz nadcis$nienie tgtnicze. Jedynie u 5% pacjentow z pierwotnym FSGS
obserwowana jest spontaniczna remisja [12]. Pacjenci z biatkomoczem nienerczycowym maja
dobre rokowanie: jedynie u okoto 15% chorych z tej grupy dochodzi do rozwoju schytkowej
niewydolnos$ci nerek w ciagu 10 lat. Natomiast az u 50% pacjentow z bialkomoczem
nerczycowym dochodzi do rozwoju schytkowej niewydolno$ci nerek w ciggu 5-10 lat [12].
Pacjenci uzyskujacy remisje catkowita maja zdecydowanie lepsze rokowanie, z 10-letnim
przezyciem nerek wynoszacym 90%, w pordwnaniu do okoto 35% u pacjentdéw, ktérzy nie
osiaggneli remisji. Pierwotny FSGS nawraca u 30—40% biorcow przeszczepu nerki [2,12,16,17].
W niektérych przypadkach nawr6t choroby ma miejsce w ciggu pierwszych godzin po

przeszczepieniu nerki [18].

Roéznicowanie pomigdzy pierwotnym 1 wtornym charakterem ogniskowego
i segmentalnego stwardnienia klgbuszkow nerkowych odbywa si¢ na podstawie przebiegu
choroby oraz po wykonaniu wielu badan laboratoryjnych wykluczajacych przyczyne wtornego
uszkodzenia. Pacjenci z typem wtornym charakteryzuja si¢ powolnym rozwojem biatkomoczu

nienerczycowego lub nerczycowego bez biochemicznych cech zespotu nerczycowego [8,9].

1.4  Leczenie w pierwotnym ogniskowym i segmentalnym stwardnieniu

klebuszkow nerkowych

W zaleznosci od sytuacji klinicznej oraz wynikow badan laboratoryjnych ustalane jest
postepowanie terapeutyczne. Glikokortykosteroidy stanowig podstawe leczenia, wdrazany jest

prednizon 1 mg/kg przez okres trzech miesiecy. Terapi¢ kontynuuje si¢ przez 6 miesigcy

10



w dawkach zredukowanych w przypadku uzyskania catkowitej lub czg¢$ciowej remis;ji.
W przypadkach steroidoopornosci mozna tgczy¢é mate dawki steroidow z innymi lekami
immunosupresyjnymi:  cyklosporyna, mykofenolanem mofetylu, cyklofosfamidem,

takrolimusem lub sirolimusem.

W przypadkach z biatkomoczem subnerczycowym i prawidtowg funkcjg filtracyjna nerek

stosowane s3 ACEl/sartany oraz wdrazane jest leczenie objawowe: statyny, diuretyki.

Czynnikami warunkujacymi pozytywna odpowiedZ na leczenie sg: szybka remisja
biatkomoczu i1 zmiany wierzchotkowe w biopsji diagnostycznej. Natomiast niekorzystnymi
czynnikami odpowiedzi na terapi¢ pozostajg: nasilony biatkomocz, znaczny ubytek funkcji
filtracyjnej nerek na poczatku choroby. Czynnikami niepomys$lnymi obserwowanymi w biopsji

sg: wtoknienie §rodmigzszowe i wystgpowanie zapadajacych sie petli [7,12,17,19].

W przypadku braku skuteczno$ci wyzej wymienionych strategii stosowane jest leczenie

biologiczne za pomoca rytuksymabu, adalimumabu lub abataceptu [20-24].

Rytuksymab jest chimerycznym mysio-ludzkim przeciwcialem monoklonalnym, ktore
specyficznie wiaze si¢ z antygenem CD20 obecnym na komoérkach pre-B i dojrzatych
limfocytach B [10]. Przeprowadzono badanie retrospektywne, w ktérym potwierdzono
zardbwno skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo rytuksymabu w opornym na leczenie zespole
nerczycowym. Badanie przeprowadzono na 3 grupach pacjentéw z pierwotnym FSGS,
u ktorych wystapit zespot nerczycowy zalezny od steroidow, u pacjentdéw z zespolem
nerczycowym opornym na steroidy i u chorych zespolem nerczycowym, u ktorych
wystepowaly czeste nawroty. W grupie z zespotem nerczycowym opornym na steroidy
uzyskano u 44% remisj¢, co znaczaco wplywato na opdznienie utraty funkcji filtracyjnej przez
nerki. W grupach pacjentow z zespolem nerczycowym zaleznym od steroidow 1 pacjentow
z czg¢stymi nawrotami uzyskiwano czas remisji 6,3 miesigca. W grupie chorych z zespotem
nerczycowy steroidoopornym czas remisji wyniost 10,3 miesigca. Autorzy podkreslajg
koniecznos¢ przeprowadzenia badan z randomizacjg w celu doktadniejszego okreslenia roli

rytuksymabu [25].

Adalimumab jest w pelni ludzkim przeciwciatem monoklonalnym skierowanym
przeciwko ludzkiemu czynnikowi martwicy nowotworow a (TNF-a, ang. tumor necrosis factor
a). Adalimumab jest stosowany w opornym na leczenie FSGS od 2014 roku. Wéwczas lek ten
zostal zastosowany u 5 pacjentow z pierwotnym FSGS opornym na leki immunosupresyjne. Po

6 miesigcach leczenia nie obserwowano biatkomoczu, a funkcja filtracyjna nerek pozostawata
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stabilna. Od tego czasu publikowanych jest coraz wigcej badan dotyczacych stosowania

adalimumabu w leczeniu opornego FSGS z dobrym efektem [26,27].

Abatacept to rekombinowane biatko fuzyjne, sktadajace si¢ z domeny pozakomorkowe;j
ludzkiego antygenu CLTA-4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4), potgczone;j
ze zmodyfikowanym fragmentem Fc immunoglobuliny ludzkiej G1 (IgGl), ktore jest
inhibitorem czasteczki kostymulujacej limfocytow T B7-1 (CD80). Lek ten jest stosowany
glownie w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow. Przeprowadzono badania, ktére
wykazaly, ze kostymulacja czgsteczek B7-1 w obrebie podocytow prowadzi do rozwoju
zespotu nerczycowego. W badaniach in vitro z wykorzystaniem podocytéw, udowodniono, ze
ekspresja B7-1 w podocytach wzrasta wraz ze stymulacja czynnikami zewnetrznymi. Abatacept
moze znaczaco hamowac ta ekspresj¢. Przeprowadzono badania u pigciu pacjentow z FSGS,
u ktéorych wystepowatl steroidooporny FSGS lub czesto nawracajacy FSGS, rowniez po
przeszczepie nerki. W badaniu immunofluorescencyjnym bioptatu nerki u wszystkich tych
pacjentow obserwowano znaczng ekspresj¢ czasteczek B7-1. Po leczeniu abataceptem
u wszystkich chorych uzyskano remisje kliniczng. Po tych wstepnych doniesieniach
wykonywano kolejne badania, oceniajace skuteczno$¢ abataceptu w FSGS uzyskujac

niejednoznaczne wyniki [28-30].

1.5 Biomarkery pierwotnego FSGS

Dotychczas nie ustalono etiologii pierwotnego FSGS. Przypuszcza sie, ze za powstanie
choroby odpowiadaja rozpuszczalne, niezidentyfikowane czynniki, ktére prowadza do

uszkodzenia podocytow, z zatarciem wyrostkow stopowatych podocytéw i biatkomoczem [31].

Duza czesto§¢ nawrotow biatkomoczu w alloprzeszczepie nerki sugeruje obecnosé
takiego czynnika krazacego u biorcow z pierwotnym FSGS w nerkach wlasnych. Hipotezg te
potwierdza fakt, Ze wykonanie plazmaferezy zmniejsza biatkomocz 1 ogranicza
przepuszczalno$¢ kilebuszkéw nerkowych. Wiadomo, ze antygeny zlokalizowane na
podocytach moga odgrywac kluczowa rolg w inicjacji i progresji zmiany obserwowanej
w FSGS [31,32]. Jako potencjalne czynniki kragzace zaproponowano: rozpuszczalny receptor
aktywatora plazminogenu typu urokinazy (SUPAR) oraz kardiolipinopodobng cytoking 1 (CLC-
1). Ponadto przeprowadzono wiele badan, w ktorych probowano ustali¢, ktore czgsteczki moga
by¢ zwigzane z uszkodzeniem podocytéw w patogenezie FSGS. Badania obejmowaty takie

czasteczki jak: inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1), receptory angiotensyny Il
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typou 1 (AT1R), dystroglikan (DG), mikroRNA, metaloproteinazy (MMPSs), czynnik
transkrypcyjny FOXP3, polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (PARP-1) [18,33-36].

Niektore biomarkery byty réwniez badane w kontek$cie progresji uszkodzenia nerek.
Nalezg do nich: transformujgcy czynnik wzrostu B (TGF-B), ludzka lipokalina zwigzana

z zelatynazg neutrofili (NGAL), dialdehyd malonowy (MDA) i inne [11,37,38].

1.5.1 Polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (PARP-1)

Polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (PARP-1, Rycina 1-1) jest biatkiem jadrowym, ktore
reguluje ekspresje gendw, jako koaktywator transkrypcji 1 funkcji biatek poprzez poli(ADP-
rybozylacj¢). Poli(ADP-rybozylacja) wywiera wieloptaszczyznowy wplyw na funkcj¢ biatek,
zar6wno poprzez ich aktywacje jak i hamowanie. Aktywacja polimerazy poli(ADP-rybozy)
odgrywa rolg w patofizjologii roznych chordéb zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, bierze
udzial w ostrej i przewlektej reakcji zapalnej. Poza tym PARP-1 uczestniczy w naprawie

uszkodzonego DNA i utrzymuje integralno$¢ genomu [39-41].

Rycina 1-1. Struktura molekularna kompleksu PARP-1 z uszkodzong nicig DNA. Rycina
opracowana w oparciu o dane strukturalne zdeponowane w Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics Protein Data Bank (rcsb.org, ID 4DQY) [42] za pomoca narzedzi
interaktywnych dostepnych w powyzszej bazie danych.
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W roznych dziedzinach medycyny przeprowadzono wiele badan z udzialem PARP-1,

jako czasteczki wielofunkcyjnej o potencjale terapeutycznym.

W  onkologii wykazano, ze podwyzszona ekspresja PARP-1 jest niezaleznym
negatywnym czynnikiem prognostycznym w czerniakach btony $luzowej [40]. Ekspresja
jadrowo-cytoplazmatycznego  PARP-1  bytla  rowniez  niekorzystnym  markerem
prognostycznym we wczesnym raku piersi bez przerzutow do weziow chtonnych [41].
Aktywacja PARP-1 jest odpowiedzialna za indukowang cisplatyng $mier¢ komorek
i uszkodzenie tkanek przez stres oksydacyjny. Mukhopadhyay i wsp. sugerujg, ze hamowanie
PARP-1 moze zapobiega¢ nefrotoksycznosci powstatej w wyniku leczenia cisplatyng [43].
W neurologii inhibitor PARP-1 zostal opisany jako terapia wspomagajaca leczenia we
wczesnym stadium choroby Alzheimera [44]. W kardiologii farmakologiczne hamowanie
PARP-1 moze wywiera¢ korzystny wptyw na lagodzenie niedokrwienia mig¢$nia sercowego,
roznych typow niewydolnosci serca, kardiomiopatii, wstrzgsu kardiogennego, oraz powiktan

sercowo-naczyniowych zwigzanych z cukrzyca [45].

W alloprzeszczepach nerki ekspresja PARP-1 byta dodatnio skorelowana ze stezeniem
kreatyniny w surowicy krwi badanym w dniu wykonania biopsji, jak réwniez z opdzniong

funkcja przeszczepu [46].

Z drugiej strony uwaza si¢, ze inaktywacja PARP-1 ma dziatanie ochronne poprzez
zmniejszenie wildoknienia $rodmigzszowego wywolanego uszkodzeniem niedokrwienno-
reperfuzyjnym w nerkach myszy [47]. Zostalo to réwniez potwierdzone w badaniu
eksperymentalnym Zhengs 1 wsp., w ktérym wykazano, ze zablokowanie genu kodujacego
PARP-1 chroni nerki przed uszkodzeniem niedokrwiennym [48]. Wazna role¢ PARP-1
w przewlektych zaburzeniach czynnosci nerek opisali Stominska i wsp., ktérzy zaobserwowali
podwyzszone poziomy nikotynamidéw: Met2PY i Met4dPY w osoczu dzieci z przewlekia
chorobg nerek. Wysokie poziomy Met2PY 1 Met4PY hamuja aktywnos¢ PARP-1.
Zaproponowano, ze opisany powyzej mechanizm wywierat korzystny wptyw i chronit komorki
nerki przed uszkodzeniem wywolanym stresem oksydacyjnym prowadzacym do apoptozy
komorek. Wysunigto hipoteze, ze metabolity nikotynamidu moga dziata¢ ochronnie w krotkim
okresie, podczas gdy przewlekla ekspozycja jest prawdopodobnie szkodliwa z powodu
uposledzenia mechanizmu naprawy DNA [49]. Podobne obserwacje opublikowali Hasegawa

i wsp. na modelu mysim FSGS indukowanym adriamycyng [39].

Na modelach mysich kiebuszkowych zapalen nerek (toczniowego oraz anty-GBM),

wykazano, ze PARP-1 jest aktywowany w przebiegu kiebuszkowego zapalenia nerek, a jego
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farmakologiczne hamowanie powodowato zmniejszenie reakcji zapalnej i rozlegtosci zmian
martwiczych oraz wyzszymi wskaznikami przezycia. PARP-1 regulowal rowniez ekspresj¢
TNF-o i powodowal wzrost ekspresji czgstek adhezyjnych [50]. Inni badacze wykazali, ze
angiotensyna 2 znaczaco indukowata ekspresje i aktywno$¢ PARP-1 w obrebie komoérek
mezangium klebuszkow szczuréw oraz zwigkszata ekspresje PAI-1 i fibronektyny. Sugeruje
to, ze PARP-1 posredniczy w efekcie wywieranym przez angiotensyn¢ na komorki mezangium,
zatem moze stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu kigbuszkowych zapalen nerek
[50]. Wykazano tez, ze efekt dziatania PARP-1 w nerkach moze by¢ czeSciowo hamowany

przez estradiol [51].

Z kolei badania catego genomu wykazaty, ze PARP-1 byt krytycznie obnizony
u pacjentow z nefropatig IgA (IgAN) i plamica Schonleina-Henocha, co sugeruje, ze PARP-1
moze by¢ wykorzystany jako potencjalny biomarker choroby [51]. Nie ma opublikowanych
badan dotyczacych bezposredniej korelacji migdzy PARP-1 a indukowaniem FSGS. Niemniej
jednak PARP-1 jest czasteczka, ktora wplywa na szkodliwe procesy zwigzane ze stresem
oksydacyjnym i reakcja zapalng. Powyzsze badania sugeruja, ze moze to by¢ wazny mechanizm

inicjujacy niewydolno$¢ nerek w przebiegu FSGS.

1.5.2 2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO-1)

2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO-1, Rycina 1-2) jest enzymem cytoplazmatycznym,
bioragcym udzial w metabolizmie tryptofanu. Jest wytwarzany przez komorki w odpowiedzi na
stan zapalny i wywiera dzialanie immunosupresyjne oraz pobudza mechanizmy tolerancji

immunologicznej. IDO-1 wygasza odpowiedz limfocytow poprzez 2 $ciezki:

— jako enzym katabolizujacy na poczatku kinureninowego szlaku tryptofanu, kontroluje
tempo metabolizmu tryptofanu, prowadzac do zmniejszenia jego st¢zenia, co skutkuje

zahamowaniem podzialow limfocytow;

— poprzez produkty reakcji: kinureniny 1 ich pochodne, ktore indukuja apoptoze limfocytow
T i dodatkowo hamujg ich réznicowanie [52,53].
— IDO-1 jest glownie aktywowany przez interferon y, ale modyfikacja jego dziatania jest

rowniez mozliwa poprzez wiele innych molekul, takich jak interleukiny (IL-1, IL-10)

aniony ponadtlenkowe i lipopolisacharydowe [54,55].

Wiadomo, ze zaburzenie metabolizmu tryptofanu jest powszechne w przewleklej

chorobie nerek, jednak doktadny mechanizm dzialania nie jest do konca poznany. Katabolizm

15



tryptofanu przez 2,3-dioksygenazg¢ indoloaminy (IDO-1) prowadzi do powstania wielu
biologicznie aktywnych metabolitow zaangazowanych w progresj¢ przewleklej choroby nerek.
W 2021 Pan i wsp. przeprowadzili badanie korelacji miedzy IDO-1, a zwtdknieniem nerek po
uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym oraz u myszy poddanych jednostronnej
niedroznosci moczowodu [56]. Autorzy wykazali, ze podanie $rodkéw zmniejszajacych
ekspresje IDO-1 (1-MT lub BMS-985205) powodowalo zmniejszenie zwldknienia poprzez
zmniejszenie ekspresji kolagenu typu 1, fibronektyny i a-aktyny migsni gladkich. Oba
inhibitory znacznie zmniejszyty réwniez widknienie $rodmigzszowe u myszy poddanych

jednostronnej niedrozno$ci moczowodu [56].

Rycina 1-2. Struktura molekularna 2,3-dioksygenazy indolaminy (IDO-1) z hemowym
ligandem (holoenzym). Rycina opracowana w oparciu 0 dane strukturalne zdeponowane
w Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (rcsb.org, ID
6AZU) [57] za pomocg narze¢dzi interaktywnych dostepnych w powyzszej bazie danych.

Jedna z gtéwnych przyczyn ostrego uszkodzenia nerek jest uszkodzenie niedokrwienno-
reperfuzyjne. Moze ono by¢ catkowicie odwracalne, jednak u czeSci pacjentdw
z umiarkowanym 1 ci¢zkim przebiegiem choroby dochodzi do rozwoju przewleklej choroby
nerek z powodu nieodwracalnosci tych procesow. W 2022r. Xie i wsp. przeprowadzili oceng
wplywu egzosomoéw pochodzacych z mezenchymalnych komorek macierzystych szpiku
kostnego (MSC-Exo) z nadekspresja 2,3-dioksygenazy indoloaminy (IDO-1) na niepeing
naprawe tkanek u myszy po uszkodzeniu niedokrwieno-reperfuzyjnym. MSC-Exo moga

bezposrednio przenosi¢ si¢ do komorek kanalikow nerkowych. Po zastosowaniu MSC-EXo,
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powrdt funkcji nerek po uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym byt obserwowany
znacznie szybciej. W przypadku uzycia MSC-Exo z nadekspresjg IDO-1 (MSC-Exo-1DO-1)
przyspieszeniu ulegatly rdwniez nastgpujace procesy: proliferacja komorek kanalikow
nerkowych, hamowanie apoptozy komorek kanalikéw nerkowych, wtoknienia 1 wydzielania
czynnikéw zapalnych podczas procesu samonaprawy. Wdrozenie obu plazmidéw (samego
MSC-Exo-NC oraz z nadekspresja IDO-1) sprzyjata polaryzacji populacji makrofagéw M1 do
makrofagéw M2, prowadzac do wigkszej produkcji czynnikdéw przeciwzapalnych, a nastepnie
zmieniata mikrosrodowisko zapalne komorek kanalikow nerkowych, co ulatwiato

samonaprawe u myszy z uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym [58].

Rowniez Pan i wsp. przeprowadzili badanie pilotazowe w 2021r., w ktorym poréwnano
aktywno§¢ IDO-1 obliczong na podstawie stosunku kinureniny do tryptofanu miedzy
pacjentami z przewlekla chorobg nerek i pacjentami bez przewleklej choroby nerek.
Obserwowano dodatnig korelacje miedzy aktywnoscia IDO-1 a stadiami przewlektej choroby
nerek — wyzsza aktywno$¢ IDO-1 byta obserwowana w stadium 4 i 5. Wykazano takze dodatni
wspolezynnik korelacji eGFR 1 IDO-1. Autorzy wykazali, ze IDO-1 bylo niezaleznym
czynnikiem wptywajacym na eGFR 1 stosunek albuminuria/kreatyniny 1 moze by¢ stosowany
jako biomarker do oceny postepu przewlektej choroby nerek [59]. Podobne obserwacje
wykazujace zwigzek IDO-1 z postepem niewydolnosci nerek w cukrzycowej chorobie nerek
opublikowali Zhang i wsp. [60]. Aktywno$¢ IDO-1 byla takze oceniana w chorobach

nowotworowych z niejednoznacznym wptywem na rokowanie dtugoterminowe [61].

Komorki dendrytyczne zdolne do ekspresjonowania funkcjonalnego IDO-1 moga
hamowa¢ efektorowe limfocyty T poprzez zuzywanie tryptofanu i/lub wytwarzanie
toksycznych metabolitdéw oraz promowanie roznicowania w kierunku komorek regulatorowych
(Treg), co wykazuje dzialanie immunosupresyjne. W mysim modelu IgAN po reinfuzji
komorek dendrytycznych z nadekspresja IDO-1 wzrdst odsetek Treg oraz zmniejszyla si¢
ekspresja cytokin prozapalnych, zawarto§¢ wtokien kolagenowych 1 cechy uszkodzenia oraz
odktadanie IgA w mezangium kl¢buszkow nerkowych ze zmniejszeniem biatkomoczu [62,63].
Na modelu mysim obserwowano, ze ekspresja IDO-1 oraz jej aktywno$¢ enzymatyczna byta
znacznie wyzsza u myszy z indukowanym toczniem rumieniowatym uktadowym. Co ciekawe,
hamowanie farmakologiczne IDO-1, ale nie niedobdor IDO-1, spowodowato zmniejszenie
wigzania czynnika dopetniacza C3 w klebuszkach nerkowych, co sugeruje potencjalne korzysci

terapeutyczne hamowania IDO-1 u pacjentéw z toczniem z zajeciem nerek [64].
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Na mysim modelu nefrotoksycznego zapalenia nerek wykazano, ze reakcja zapalna
prowadzaca do uszkodzenia nerek byla hamowana przez metabolizm aminokwasow
I pobudzenie autofagii. Sygnat metaboliczny byl aktywowany przez indukcje IDO-1 za
posrednictwem IFN-y. Zwigkszenie aktywnosci IDO-1 w nerkach indukowato autofagie
i chronito myszy przed nefrotoksycznym uszkodzeniem nerek. Autorzy sugerujg, ze IDO-1
w komoérkach mezangium jest istotnym mechanizmem ujemnego sprz¢zenia zwrotnego, ktory

ogranicza zapalne zmiany patologiczne nerek poprzez indukowanie autofagii [65].

W modelach do$wiadczalnych autoimmunologicznego klebuszkowego zapalenia nerek
wykazano, ze hamowanie katabolizmu tryptofanu za posrednictwem IDO-1 przyspiesza postep
autoimmunologicznego KZN oraz indukowanego KZN z tworzeniem potksiezycow [65,66].

Dotychczas nie przeprowadzono badan dotyczacych wptywu IDO-1 na rozwdj i postep FSGS.

1.1.1 Inne, wybrane biomarkery FSGS

Jako proponowane czynniki krazace, prowadzace do uszkodzenia podocytow
zaproponowano SUPAR oraz CLC-1. Przeprowadzono wiele badan na zwierzetach oraz badano

Wwyzej wymienione parametry w surowicy i moczu pacjentow z FSGS.

Dostepna literatura probujaca ustali¢ role rozpuszczalnego receptora aktywatora
plazminogenu typu urokinazy (SuPAR) w indukcji FSGS jest niejednoznaczna. Istniejg
publikacje, ktore potwierdzaja, ze sSuUPAR moze by¢ uzytecznym markerem dla FSGS, a jego
wyzsze stezenie jest czynnikiem predykcyjnym dla progresji do schytkowej niewydolno$ci
nerek oraz wskaznikiem opornosci choroby na leczenie. W cze¢$ci publikacji stwierdzono, ze
suPAR moze by¢ uzytecznym markerem podocytopatii zwigzanej z FSGS, ale niekoniecznie
czynnikiem zwigkszenia przepuszczalno$ci kragzacym. Poza tym wykazano, ze suPAR nie moze
by¢ wykorzystywany w diagnostyce roznicowej migdzy pierwotnym i wtornym FSGS oraz
pomiedzy FSGS a innymi glomerulopatiami [16,67—75].

Eksperymentalne badania kardiolipinopodobnej cytokiny 1 (CLC-1) na wyizolowanych
kiebuszkach szczurzych przy uzyciu testu przepuszczalnosci albuminy in vitro (P(alb)),
wykazaty, ze heterodimer CLCF1-CRLF1 poprzez hamowanie szlaku JAK2/STAT3 moze
chroni¢ bariere filtracyjng kiebuszka [76].

Wykaz proponowanych czynnikoéw krazacych, opis grup badanych i wykaz publikacji

przedstawia Tabela 1-2.
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Potencjalne biomarkery, ktore moga uczestniczy¢ w uszkodzeniu podocytow oraz
srédmiazszu prowadzac do rozwoju FSGS majg dziatanie wieloptaszczyznowe. Czeg$¢ z nich
moze by¢ wykorzystana jako czynnik prognostyczny schytkowej niewydolnosci nerek w FSGS,

a cz¢$¢ roznicowac FSGS z innymi glomerulopatiami.

Tabela 1-2. Proponowane krazace czynniki przesaczalne w patogenezie FSGS.

Biomarkery Populacja Bibliografia
2 trzy modele mysie [16]
©
= SUPAR hodowle ludzkich podocytow i dwa [67]
; modele mysie
2 .
% modele mysie [68]
SuPAR w osoczu pacjenci z FSGS, MCD, MN, [16]
(ELISA) stanem przedrzucawkowym
SUPAR w osoczu pacjenci z pierwotnym FSGS,
. [69]
(ELISA, TR-FIA) inne KZN
SUPAR w osoczu pacjenci z pierwotnym, wtornym FSGS, [70]
(ELISA) MCD, MN
SUPAR w osoczu
acjenci z pierwotnym FSGS (PodoNet 16
(ELISA) pacj P y ( ) [16]
SUPAR w osoczu L
acjenci z pierwotnym FSGS 71
2 (ELISA) pacj P y [71]
(&)
£ SUPAR w osoczu pacjenci z pierwotnym, wtornym FSGS, z [71]
; (ELISA) nawrotowym FSGS po KTx, inne KZN
é SUPAR w osoczu | moczu acjenci z pierwotnym, wté FSGS [72]
, wtornym
Z (ELISA) pacjencl zp y Y
SUPAR w o0soczu i moczu
acjenci z KZN (Neptun cohort 68
(ELISA) pacj (Nep ) [68]
Stezenie suPAR w osoczu nie-FSGS PChN, FSGS w aktywnym
. e [73]
(ELISA) stadium, FSGS w remisji
Stezenie suPAR w osoczu FSGS [74]
(ELISA)
SUPAR w o0soczu i moczu
przed przeszczepieniem biorcy nerek [75]
(ELISA)
CLC-1
model szczurzy [76]

(eksperymementalne)
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Wykazano, ze przeciwciata przeciwko receptorom angiotensyny II typu 1 (AT1R)
prowadza do uszkodzenia podocytow, a u zwierzat indukujg potransplantacyjny FSGS [77].
Przedstawiono zwigzek wzrostu ekspresji ATIR w alloprzeszczepie nerki z istotnie wyzszym
ryzykiem utraty przeszczepu. Poza tym w dostepnej literaturze opisano, ze stezenie przeciwko
ATIR w surowicy bylo podwyzszone u chorych z nawrotem FSGS po KTx, poza tym allel typu
D genu ACE jest czynnikiem ryzyka progresji do schytkowej niewydolnosci nerek u pacjentow
z FSGS [77-82].

Metaloproteinazy (MMPs) oraz inhibitory tkankowe metaloproteinaz (TIMP) uczestnicza
w przebudowie macierzy zewnatrzkomorkowej, prowadzac do widknienia, istotnego procesu
obserwowanego w FSGS. Wykazano ich podwyzszong ekspresje w podocytach podczas stanu
zapalnego oraz obserwowano wicksze stezenie poziomu MMPs i TIMP u pacjentéw z FSGS,
co moze pomaga¢ w roznicowaniu FSGS z innymi glomerulopatiamii. Podobne zastosowanie
moga mie¢ dystroglikany (DG), ktoérych zwigkszong ekspresj¢ wykazano biopsjach nerki
u pacjentow z FSGS [83-92].

MicroRNAs (miR-192 and miR205, miR-186) rowniez moga by¢ przydatne
w roéznicowaniu FSGS z innymi glomerulopatiami oraz mogg by¢ czynnikiem prognostycznym
op6znionej czynnosci przeszczepu. W przeprowadzanych badaniach wykazano, ze
nadekspresja miR-193a indukuje uszkodzenie wyrostkow stopowanych podocytow; a poziomy

miR-192 i miR-205 w surowicy podwyzszone u pacjentow z FSGS w porownaniu z pacjentami
z MCD [93-95].

Zahamowanie inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1) prowadzi do
wytwarzania plazminy i stwardnienia kigbuszkéw nerkowych. Opisano, ze ekspresja mRNA
PAI-1 jest skorelowana z poziomem biatkomoczu w KZN (MCD, FSGS, IgAN, MN),
a ekspresja kigbuszkowego mRNA PAI-1 byla istotnie wyzsza u pacjentow z MCD 1 FSGS
[90,92-95].

Na poziomie genu w procesy indukujace FSGS moga by¢ zaangazowane transformujacy
czynnik wzrostu B (TGF-B) oraz FOXP3. Oba biomarkery moga by¢ wykorzystywane jak
czynniki prognostyczne rozwoju schytkowej niewydolnosci nerek w FSGS. FOXP3, jako
czynnik transkrypcyjny, wptywa na utrzymanie fenotypu i funkcji regulatorowych Treg, ktore
odgrywaja role w patogenezie proliferacyjnych postaci KZN, takze tych z formowaniem
potksiezycoOw. Natomiast TGF-p powoduje promowanie apoptozy podocytow, przybytek
macierzy mezangialnej, przerost kil¢buszkow nerkowych oraz nagromadzenie macierzy

pozakomorkowej w kanalikach i wtoknienie srodmiagzszowe w nerkach [96—106].
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Dialdehyd malonowy (MDA) jako biomarker stresu oksydacyjnego powoduje
peroksydacje lipidow moze by¢ wykorzystany jako czynnik prognostyczny stwardnienia
ktebuszkéw nerkowych w FSGS. Wykazano jego nizszy poziom w osoczu i klebuszkach
nerkowych u pacjentow z FSGS z prawidlowg czynnoscig nerek. Natomiast do kontroli zmian
w obrgbie $rodmigzszu moze by¢ wykorzystana ludzka lipokalina zwigzana z Zelatynazg
neutrofili (NGAL). Gromadzi si¢ ona w kanalikach proksymalnych, a poziom jej ekspresji
NGAL koreluje ze stopniem uszkodzenia nerek [38,107-116].

Tabela 1-3. Potencjalne biomarkery postepu FSGS.

miR205, miR-186)

Inhibitor aktywatora
plazminogenu typu 1

rdéznicowanie FSGS z innymi
glomerulopatiami

potencjalna rola w rozwoju KZN

Biomarker Znaczenie kliniczne Bibliografia
. czynnik prognostyczny potransplantacyjnego
Receptory angiotensyny Il typu y progriostyczny p P . yineg
1 (ATIR) FSGS i utraty przeszczepu;
czynnik prognostyczny PCHN [77-82]
Metaloproteinazy (MMPs)/
inhibitory tkankowe réznicowanie FSGS z innymi
. S o [83-88]
metaloproteinaz glomerulopatiami
(TIMP)
Dystroglikany roznicowanie FSGS z innymi
o [89-92]
(DG) glomerulopatiami
czynnik prognostyczny op6znionej funkcji
MicroRNAs (miR-192 and przeszczepu [93-95]

[90,91,93-95]

(PAI-1)
Forkheadbox P3 (FOXP3) czynnik prognostyczr?grlc(:iz.ynnosm przeszczepu [94][95]
. . czynnik prognostyczny niewydolnosci nerek
Transformujacy czynnik W ESGS:
wzrostu B (TGF-B) . ’ o [96-106]
czynnik prognostyczny odpowiedzi na
leczenie steroidami
Ludzka lipokalina zwigzana czynnik prognostyczny niewydolnosci nerek;
z zelatynaza neutrofili _y Prog . y , y. ? yeomosermere s, [108-116]
(NGAL) biomarker zmian §rédmiazszowych w FSGS
Malondialdehyd (MDA) czynnik prognostyczny stwardnienia [38,115]

ktebuszkow nerkowych w FSGS
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W Tabeli 1-3 przedstawiono pozostate biomarkery ich mechanizm patofizjologiczny oraz

wykaz badan.

Lepsze zrozumienie patogenezy FSGS oraz roli réznych czasteczek w patologii
uszkodzenia podocytdéw moze prowadzi¢ do wdrozenia terapii ukierunkowanej na etiologie.
Plejotropowy mechanizm dzialania przedstawionych biomarkerow (immunomodulacja,
modyfikacja ekspresji genoéw, udzial w procesie stresu oksydacyjnego lub przebudowie
macierzy komorkowej) wskazuje, ze uszkodzenie podocytow jest wynikiem wielu

rownoleglych heterogenicznych procesow metabolicznych.
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2  Cel pracy

Celem przeprowadzonego badania bylo:

1. Okreslenie znaczenia prognostycznego ekspresji tkankowej biatek PARP-1 1 IDO-1 dla

progresji niewydolnos$ci nerek u pacjentéw z FSGS

2. Okreslenie znaczenia ekspresji tkankowej biatek PARP-1 i IDO-1 dla rdéznicowania

pomiedzy pierwotnym a wtornym FSGS.

3. Okreslenie zwigzku pomigdzy ekspresja tkankowa PARP-1 i IDO-1 oraz parametrami

oceny histopatologicznej bioptatu, a nasileniem biatkomoczu w okresie biopsji.

4. Okreslenie czynnikoéw klinicznych i parametrow histopatologicznych prognozujacych

przebieg kliniczny pierwotnego i wtornego FSGS.

5. Okreslenie zwigzku migdzy parametrami oceny histopatologicznej, a czynnoscig nerek

w czasie biopsji.
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3  Material i metody

3.1  Material kliniczny

Do retrospektywnego badania zostali wlaczeni pacjenci pozostajacy pod opieka Kliniki
Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we
Wroctawiu z potwierdzonym histopatologicznie uszkodzeniem kigbuszkow o typie FSGS,
u ktorych biopsje ze wskazan klinicznych wykonano w latach 2012-2018. L.gcznie wiaczono
do badania 52 pacjentow, u ktorych byt dostepny reprezentatywny materiat biopsyjny. Badania
immunohistochemiczne celem wykrycia analizowanych biomarkeréw (biatka PARP-1
i IDO-1) zostaly wykonane z archiwalnych bloczkéw parafinowych zawierajacych materiat
tkankowy pochodzacy z diagnostycznych przeskornych gruboiglowych biopsji nerek. Analiza
ekspresji badanych biomarkerow w tkance nerkowej zostata przeanalizowana w odniesieniu do
retrospektywnych klinicznych i laboratoryjnych wyktadnikéw postepu przewlektej choroby
nerek. Analizie podlegaly czynniki demograficzne takie jak: wiek, ple¢, parametry
antropomorficzne, dane kliniczne, w tym odpowiedZ na wstgpng terapi¢ oraz calo$ciowe
stosowane leczenie. Parametry kliniczne i wyniki badan laboratoryjnych pacjentow zostaty
przeanalizowane w momencie biopsji oraz po roku od jej wykonania. Dodatkowo analizie

poddano wskazniki wieloletniego przezycia nerek (do stycznia 2023).

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym we Wroctawiu.

3.2 Rodznicowanie pomiedzy pierwotnym a wtérnym FSGS

Rozpoznanie pierwotnego lub wtornego FSGS stawiano na podstawie wyniku badania

histopatologicznego bioptatu nerki, przebiegu choroby, informacji uzyskanych z wywiadu oraz

po ewentualnym ustaleniu wtornej przyczyny glomerulopatii. W szczegdlnoSci przy

rozpoznaniu pierwotnego typu FSGS uwzgledniano:

— wykluczenie zmian polekowych z powodu wcze$niejszego przyjmowania inhibitorow
mTOR, inhibitoréw kalcyneuryny, antracyklin, stosowania terapii przeciwwirusowej
(ledipaswir, sofosbuwir), litu, interferonu a, steroidow anabolicznych oraz substancji

psychoaktywnych,

— wykluczenie wywiadu sugerujacego etiologie rodzinng — genetyczna,
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— wykluczenie zmian wtérnych do zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B, wirusem

zapalenia watroby typu C, HIV, CMV oraz parwowirusem B19,

3.3 Podstawowe dane kliniczne

Wywiad, przebieg choroby oraz dane dotyczace leczenia uzyskano w oparciu
o dokumentacje medyczng zgromadzong w Klinice Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej.
Do badania wykorzystano dane archiwalne oraz dane gromadzone w trakcie prowadzenia
obserwacji. Obserwacje byly prowadzone od czasu biopsji, w ktérej rozpoznano FSGS
(pierwotny 1 wtérny) do czasu utraty funkcji nerek lub do stycznia 2023 w przypadku
pacjentow, ktorzy nie wymagali leczenia nerkozast¢pczego. Czas obserwacji pacjentow
z rozpoznaniem FSGS wynosit 8 do 132 miesiecy (76,9+30,3). Analizie poddano parametry
laboratoryjne w okresie okotobiopsyjnym, rok po nim, oraz do czasu utraty funkcji nerek lub
konca obserwacji. W szczego6lnos$ci wykonano analize nastgpujacych badan laboratoryjnych:
petng morfologi¢ krwi, stezenie albumin, biatka catkowitego, kreatyniny wraz z eGFR, stezenie
cholesterolu catkowitego, bilirubiny catkowitej, mocznika, kwasu moczowego, CRP, a takze
OB, parametry z badania ogdlnego moczu, biatkomocz dobowy wyliczony (UPCR). W pracy

wykorzystano wytacznie badania wykonywane ze wskazan klinicznych.

3.4  Standardowe oznaczenia laboratoryjne

Standardowe oznaczenia laboratoryjne wykorzystywane w czasie obserwacji wykonane
zostaly przy uzyciu komercyjnych testoéw diagnostycznych w Laboratorium Diagnostycznym

Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu.

Funkcje filtracyjna nerek oznaczano na podstawie eGFR, ktory oszacowano na podstawie

uproszczonego wzoru MDRD:
eGFR= 186,3 x stezenie kreatyniny w surowicy > x wiek 2% x {0,742 dla kobiet} [8]

Wielkos$¢ dobowego biatkomoczu szacowano na podstawie stosunku stezenia biatka do
stezenia kreatyniny w pojedynczej probce moczu porannego (UPCR, interpretacja: biatkomocz

nerczycowy > 3,5, biatkomocz subnerczycowy 0,3 — 3,5, brak biatkomoczu <0,3).

Ponadto w badaniu zostalty ocenione markery systemowej odpowiedzi zapalnej,
wyznaczone na podstawie automatycznego rozmazu krwi obwodowej (morfologia 5-DIFF).

Szczegbdtowej ocenie zostaly poddane cztery markery zapalne:
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3.5

3.6

3.6.

NLR — stosunek liczebnosci neutrofilow do limfocytow (neutrophil-to-lymphocyte-ratio)

dNLR — pochodny wspotczynnik NLR (derived-NLR), stosunek liczebnos$ci neutrofilow do

roznicy liczebnosci leukocytoéw i1 limfocytow
PLR — stosunek liczebnos$ci ptytek krwi do limfocytow (platalet-to-lymphocyte-ratio)

MLR - stosunek liczebnosci monocytow do limfocytow (monocyte-to-lymphocyte-ratio)

Wykorzystane definicje wedlug KDIGO [8]

Remisja catkowita — zmniejszenie biatkomoczu do <300 mg/d lub <300 mg/g kreatyniny
oraz stabilne st¢zenic kreatyniny w surowicy i stezenie albuminy w surowicy Krwi

>3,5 g/d|

Remisja cze$ciowa — zmniejszenie biatkomoczu do 300-3500 mg/d lub 300-3500 mg/g

kreatyniny lub zmniejszenie biatkomoczu o >50% w stosunku do warto$ci wyjsciowe;j

Pogorszenie funkcji filtracyjnej nerek — obnizenie eGFR 0 25% w stosunku do wartosci

wyjsciowej i/lub rozpoczgcie dializoterapii

Aktywny osad moczu — obecnos¢ >5 erytrocytow i/lub >1 erytrocytu dysmorficznego, i/lub
>5 leukocytéw, i/lub >1 patologicznego wateczka (ziarnistego lub erytrocytarnego) w polu

widzenia

Istotna zmiana nasilenia bialkomoczu — zwickszenie lub zmniejszenie warto$ci

biatkomoczu w poréwnaniu do wartosci poczatkowej o co najmniej 50%

Ocena mikroskopowa bioptatow nerki

1 Ocena histopatologiczna

Oceng histopatologiczng wszystkich dostepnych bioptatow nerek przeprowadzono

w Katedrze Patologii Klinicznej i Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Do

badan wykorzystano materiat tkankowy utrwalony w 10% roztworze buforowanej

formaliny i zatopiony w parafinie. Z bloczkéw parafinowych zawierajacych utrwalone tkanki

przy uzyciu mikrotomu sporzadzano skrawki grubosci 3 mikrometrow, ktore nastgpnie

wybarwiano metodami rutynowo stosowanymi w nefropatologii (m.in.: HE, PAS, trichrom

Mallory’ego).
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Podczas analizy badanych bioptatow ustalono kryteria oceny, ktore przedstawiono
ponizej:
Ocena ktgbuszkow nerkowych:
— liczba kigbuszkéw z réznym nasileniem segmentalnej sklerotyzacji z uwzglednieniem
podzialu na nastepujace klasy: <10% powierzchni petli wiosniczkowych objetych
sklerotyzacja, 10-25%, 25-50%, 50-90% powierzchni petli wlosniczkowych objetych

sklerotyzacja oraz stwardniate w catosci (100%)
— liczba kigbuszkow z proliferacjg komorek mezangium (jesli stwierdzono)
— liczba kigbuszkow bez istotnych zmian w mikroskopie $wietlnym

Skala oceny arteriolosklerozy:

(0) arterioloskleroza nieobecna

(1) arterioloskleroza nieduzego stopnia

(2) arterioloskleroza umiarkowanego stopnia

(3) arterioloskleroza nasilona (zaawansowana)

Ocena zmian w obregbie Srodmiqzszu.:

— % dostepnej ocenie powierzchni korowej z cechami wtoknienia

— % dostepnej ocenie powierzchni korowej z zanikiem cewek

— nasilenie srodmigzszowego przewlektego nacieku zapalnego (TIN) wedtug ponizszej skali:
(0) brak zmian zapalnych
(1) ogniskowy przewlektly naciek zapalny o nieduzym nasileniu
(2) umiarkowanie nasilone przewlekte zmiany zapalne

(3) nasilone przewlekte §rodmigzszowe zmiany zapalne

3.7 Badanie immunohistochemiczne oraz ocena immunopatomorfologiczna
ekspresji PARP-1 i IDO-1 w bioptatach nerki

W trakcie badania wykonano ocen¢ immunohistochemiczng tkankowych biomarkerow
charakteryzujacych aktywacje procesoOw potencjalnie zaangazowanych w rozwoj FSGS, do

ktorych naleza:
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— polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (PARP-1),
— 2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO-1).

Barwienia immunohistochemiczne (IHC) przeprowadzono w Katedrze Patologii
Klinicznej 1 Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Do badan
immunohistochemicznych wykorzystano materiat tkankowy utrwalany w 10% roztworze
buforowanej  formaliny i  zatapiany w  bloczkach  parafinowych.  Badania
immunohistochemiczne przeprowadzono na skrawkach tkankowych grubosci 4 pm z uzyciem
przeciwcial przeciwko PARP-1 (klon: sc-74470 (B10), rozcienczenie: 1:50, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), i IDO-1 (1F8.2, 1:400, Millipore, Burlington, MA).
Wykorzystano roztwér EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution (Agilent DAKO, Santa
Clara, CA) w 30-minutowej inkubacji w 97°C w aparacie PT Link (DAKO). Zautomatyzowane
barwienie immunohistochemiczne przeprowadzono w Autostainer Link 48 (DAKO), a jako

system wykrywania zastosowano Liquid Permanent Red (Agilent DAKO).

3.7.1 Ocena immunopatomorfologiczna ekspresji badanych markerow

Oceng ekspresji PARP-1 i IDO-1 przeprowadzono w obregbie klgbuszkow nerkowych,
nabtonka cewkowego oraz §rodmigzszowego nacieku zapalnego, uwzgledniajac oceng stopnia

nasilenia immunoreaktywno$ci wedtug ponizszego algorytmu:
Nabtonek cewkowy:
(0) brak ekspresji

(1) 1-24% komorek nablonka cewkowego z nieduzego do umiarkowanego stopnia

immunoreaktywnoscia

(2) 25-75% komorek nabtonka cewkowego z nieduzego do umiarkowanego stopnia

immunoreaktywnoscia

(3) >75% komorek nabtonka cewkowego z nieduzego do umiarkowanego stopnia

immunoreaktywnoscia

Ktebuszki:

(0) brak ekspresji

(1) <25% komorek z nieduzego do umiarkowanego stopnia immunoreaktywnoscia

(2) 25-75% komorek z nieduzego do umiarkowanego stopnia immunoreaktywnoscia
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(3) >75% komorek z nieduzego do umiarkowanego stopnia immunoreaktywnoscig
Srédmigzszowy naciek zapalny:
(0) brak ekspresji

(1) <25% komorek nacieku zapalnego z nieduzego do umiarkowanego stopnia

immunoreaktywnos$cia

(2) >25% komorek nacieku zapalnego z nieduzego do umiarkowanego stopnia

immunoreaktywnos$cia

3.8  Analiza statystyczna

W podstawowych tabelach zbiorczych dane liczbowe opisywano, podajac wartos$¢
srednig+odchylenie standardowe (SD) oraz mediang i zakres migdzykwartylowy (IQR, zakres
podany w nawiasach kwadratowych). Ocene podobienstwa rozktadu zmiennych liczbowych do
rozktadu normalnego przeprowadzono przy zastosowaniu testu Shapiro-Wilka. W przypadku
wigkszo$ci zmiennych nie stwierdzono podobienstwa rozktadu do rozktadu normalnego.
Roéznice pomiedzy grupami analizowano zatem testem Manna-Whitneya (2 grupy) lub testem
rangowym Kruskala-Wallisa (3 lub wigcej grup). Roznice pomigdzy zmiennymi zaleznymi
oceniano testem Wilcoxona. Wspoélzaleznosci pomiedzy zmiennymi oceniano korelacja rang
Spearmana. Dane jakosciowe przedstawiano jako liczebno$¢ (%). Roznice w czgstosciach
poréwnywano testem chi-kwadrat. Ocene przezycia przeprowadzano za pomocg analizy
krzywych Kaplana-Meiera oraz modelu proporcjonalnego hazardu Coxa dla jednej oraz wielu
zmiennych. Wyniki oceny osiagnigcia zatozonego punktu koncowego podawano jako stopa
hazardu (HR) wraz z 95% przedzialem ufnos$ci. Istotno$¢ statystyczng dla wszystkich analiz

przyjeto na poziomie prawdopodobienstwa p<0,05.

Obliczenia statystyczne wykonano z wykorzystaniem pakietu MedCalc (MedCalc
Software, Ltd.).
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4 Wyniki

4.1 Charakterystyka demograficzna i kliniczna grupy badanej

Do badania zakwalifikowano wszystkich pacjentow z rozpoznaniem FSGS, dla ktérych
byly dostepne bloczki parafinowe zawierajace reprezentatywny materiat tkankowy. Lacznie
przebadano 52 pacjentow, w tym 35 (67,3%) z rozpoznaniem pierwotnego oraz 17 (32,7%)
wtornego FSGS. W badaniu wzi¢to udziat 37 mezczyzn (71,2%) 1 15 kobiet (28,8%), sredni
wiek badanych wynosit 44,8+15,9, mediana 44 [29-57] lat. Pierwotny FSGS zostat rozpoznany
U 24 me¢zczyzn i 11 kobiet, $redni wiek 43,4+16,4, mediana 42 [28-53] lat. Wtorny FSGS
rozpoznano u 13 mezczyzn i 4 kobiet, $redni wiek 47,5+14,9, mediana 52 [35-58] lat. Grupy
pacjentow z pierwotnym 1 wtérnym FSGS nie roznity si¢ pod wzgledem ptci (p=0,559) 1 wieku

(p=0,301).

Prawidlowsa funkcje filtracyjng nerek obserwowano u 31 pacjentow (60%) momencie
wykonania biopsji. Dla calej grupy S$rednie stezenie kreatyniny w surowicy w okresie
okotobiopsyjnym wynosito 1,798+1,028, mediana 1,55 [1,01-2,39] mg/dl. Srednie stezenie
biatka catkowitego 1 albuminy w surowicy byty obnizone, odpowiednio 5,8+1,2, mediana 5,8
[5,2-6,5] g/dl dla biatka catkowitego oraz 3,3+0,9, mediana 3,3 [2,9-3,9] g/dl dla albuminy.
Sredni biatkomocz oszacowany na podstawie stosunku biatka do kreatyniny w moczu (urine
protein/creatinine ratio, UPCR) wynosit 2,83+£2,61, mediana 1,9 [0,9-3,9] g/dobg. U 33

(63,5%) pacjentéw stwierdzono aktywny osad moczu.

W Tabeli 4-1 przedstawiono wyniki badan laboratoryjnych uzyskanych w grupie badanej
w okresie okolobiopsyjnym. Na poczatku diagnostyki oznaczano rowniez skladowe
dopelniacza i miano nastgpujacych przeciwcial: pANCA, cANCA, anty-ANA, anty-dsDNA,
anty-GBM. U jednego pacjenta obserwowano nieznacznie podwyzszone miano sktadowej
dopelniacza C4, u 2 osob stwierdzono obecnos¢ przeciwcial ANA, u 3 pacjentow wynik byt
watpliwy. U jednego pacjenta stwierdzono w surowicy przeciwciata anty- dsDNA. U zadnego

pacjenta nie wykazano przeciwcial anty-GBM, pANCA oraz cCANCA.

Lacznie, u pacjentéw z grupy badanej, stwierdzono nast¢gpujace choroby towarzyszace:
nadci$nienie tetnicze (37 pacjentow), choroba niedokrwienna serca (1 pacjent), zaburzenia
rytmu serca (1 pacjent), dyslipidemie (41 pacjentoéw), dna moczanowa (8 pacjentow), cukrzyca
t. 2 (1 pacjent), otylos¢ (7 pacjentdow), choroby tarczycy (3 pacjentow: rak tarczycy,

niedoczynnos¢ tarczycy), choroby przewodu pokarmowego (11 pacjentow, choroba refluksowa
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przetyku, zapalenie zotadka, uchytkowatos¢ jelita grubego), choroby uktadu oddechowego
(2 pacjentéw: astma, POChP), WZW typu B (2 pacjentdw), wady drég moczowych (zdwojenie
moczowodu, 2 pacjentdow), przerost gruczotu krokowego (3 pacjentow), zapalenie przydatkow

(1 pacjentka).

Tabela 4-1. Parametry laboratoryjne w okresie okotobiopsyjnym dla catej grupy wtaczonej do

badania.

parametr Srednia +SD Mediana [IQR] Zakres referencyjny
Leukocyty [tys kom./ul] 7,934+2,806 7,54 [5,86-9,78] 4,00-10,00
Neutrofile [tys kom./ul ] 4,936+2,276 4,38 [3,25-6,63] 2,50-6,00
Limfocyty [tys kom./ul] 3,272+5,759 2,07 [1,50-2,71] 1,50-3,50
Monocyty [tys kom./ul] 0,603+0,244 0,57 [0,44-0,72] 0,08-1,20
Eozynofile [tys kom./ul] 0,458+1,079 0,14 [0,10-0,26] 0,00-0,60
K: 4,00-5,00
Erytrocyty [mln kom./ul] 4,494+0,679 4,48 [3,93-4,87] M: 4.50-5,50
. K: 12,0-16,0
Hemoglobina [g/dl] 13,32+2,02 13,1 [12,0-14,6] M: 14.0-18.0
Ptytki krwi [tys/pl] 263,8+83,6 245 [193-326] 140-440
Albumina [g/dl] 3,27+0,86 3,3[2,9-3,9] 3,50-5,20
Biatko catkowite [g/dl] 5,80+1,15 5,8 [5,2-6,5] 6,60-8,30
Bilirubina catkowita [mg/dl] 0,58+0,37 0,5[0,3-0,75] 0,20-1,20
Cholesterol catkowity [mg/dl] 291,1+107,1 270 [210-355] 130-200
Biatko C reaktywne [mg/l] 2,99+8,53 1,110,6-2,0] 0,0-5,0
Mocznik [mg/dl] 58,6£33,9 54 [36-67,5] 17-43
K: 2,6-6,0
Kwas moczowy [mg/dl] 7,22+1,35 7,1[6,4-8,3] M: 3572
. K:0,70-1,10
Kreatynina [mg/dI] 1,798+1,03 1,55[1,01-2,39] M: 0,80-1.30
eGFR [ml/min/1,73m?] 53,44+26,3 49 [29,5-78] >60
K: 3-15
OB [mm/h] 36,4+38,3 21,5 [14-50] M-1-10
UPCR 2,83+2,61 1,9 [0,9-3,9] <0,3
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4.2 Leczenie

Leczenie pierwotnego i wtoérnego FSGS bylo prowadzone przez lekarzy Kliniki
Nefrologii 1 Medycyny Transplantacyjnej. Leki byly wdrazane na podstawie wskazan

klinicznych, zgodnie z obowigzujaca wiedzg medyczna.

W trakcie leczenia poprzedzajacego wykonanie biopsji, immunosupresja byta stosowana
u 17 pacjentow (32,7%), w tym prednizon (16 pacjentow), cyklosporyna (8 pacjentow),
takrolimus (2 pacjentow), MMF (7 pacjentow), oraz azatiopryna (2 pacjentow). Jako element
leczenia nefroprotekcyjnego stosowano inhibitory konwertazy angiotensyny (25 pacjentow,
48,1%), a dodatkowo dla uzyskania kontroli nadci$nienia t¢tniczego wdrazano inne leki
hipotensyjne ($rednio 1, maksymalnie 4 preparaty stosowane jednoczasowo). 8 pacjentow

(15,4%) nie otrzymato zadnego leczenia.

Po wuzyskaniu wyniku badania histopatologicznego leczenie immunosupresyjne
otrzymato 20 chorych z rozpoznaniem pierwotnego FSGS (57,1%), u 12 (34,3%) chorych z tej
grupy, ze wzgledu na zaawansowanie zmian wstecznych stwierdzonych w bioptacie nerki, nie
wdrozono leczenia. Nie byto mozliwe uzyskanie informacji dotyczacej leczenia po biopsji nerki
u 3 chorych. W leczeniu immunosupresyjnym pierwotnego FSGS stosowano: prednizon
(20 pacjentow, 62,5%), cyklosporyne (2 pacjentow, 6,3%), mykofenolan mofetylu (1 pacjent,
3,1%), cyklofosfamid (2 pacjentow, 6,3%) oraz takrolimus (4 pacjentow, 12,5%).
Rownoczesnie u 21 (65,6%) pacjentdéw stosowano leczenie nefroprotekcyjne inhibitorami
konwertazy angiotensyny (ACEI). Na Rycinie 4-1 przedstawiono leczenie stosowane

w zaleznosci od rozpoznanego typu FSGS w okresie roku od analizowanej biopsji nerki.

Rycina 4-1. Leczenie stosowane w zaleznosci od rozpoznanego typu FSGS w okresie roku od
analizowanej biopsji nerki. Na wykresie przedstawiono odsetek pacjentow z pierwotnym
(niebieski) lub wtornym (czerwony) FSGS, u ktorych stosowano dany lek.
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Chorzy z rozpoznaniem wtornego FSGS otrzymali wytacznie leczenie nefroprotekcyjne
(8 pacjentow, 57,1%) lub tez zadne leczenie nie bylo stosowane. U 3 pacjentdw z wtérnym

FSGS nie byty dostepne informacje dotyczace leczenia po biops;ji.

4.3 Porownanie wynikow badan laboratoryjnych w grupach pacjentow
z pierwotnym i wtornym FSGS w okresie okolobiopsyjnym

Grupy z pierwotnym 1 wtornym FSGS réznitly si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem

stezen nastgpujacych parametrow w surowicy krwi:

— albumin (3,1 [2,6-3,4] vs 3,9 [3,4-4,2] g/dl, p<0,001),

— biatka catkowitego (5,5 [4,6-6,0] vs 6,4 [6,08—7,13] g/dl, p<0,001),

— cholesterolu catkowitego (289 [244-402] vs 215[203-252] mg/dl, p=0,002),

a takze pod wzgledem biatkomoczu dobowego (UPCR, 3,06 [1,23-4,34] vs 1,4 [0,38-2,02],
p=0,008).

W grupie pacjentow z pierwotnym FSGS stwierdzono ponadto istotnie nizszg liczbe

eozynofilow na mikrolitr (0,1 [0,09-0,19] vs 0,2 [0,16-0,53] tys kom./ul, p=0,003).

W Tabeli 4-2 przedstawiono standardowe parametry laboratoryjne pacjentow
z pierwotnym i wtornym FSGS w okresie okotobiopsyjnym. Aktywny osad moczu
obserwowano u 21 (60,0%) pacjentow w pierwotnym oraz 11 (64,7%) pacjentdéw z wtdrnym

FSGS (p=0,746).

Na podstawie danych z automatycznego rozmazu krwi obwodowej wyznaczono
wyktadniki systemowej odpowiedzi zapalnej (NLR, dNLR, MLR, PLR) dla wszystkich
badanych pacjentow. Nie stwierdzono réznic w zakresie powyzszych parametrow pomigdzy

grupami pacjentow z pierwotnym i wtornym FSGS (Tabela 4-3).
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Tabela 4-2. Poréwnanie wynikow badan laboratoryjnych (okres okotobiopsyjny) w grupach
pacjentow z pierwotnym i wtornym FSGS

parametr

Leukocyty [tys. kom./ul]
Neutrofile [tys. kom./ul]
Limfocyty [tys. kom./ul]
Monocyty [tys. kom./ul]
Eozynofile [tys. kom./ul]
Erytrocyty [mln kom./pl]
Plytki krwi [min/ul]
Albumina [g/dI]
Bialko catkowite [g/dl]
Bilirubina catkowita [mg/dl]
Cholesterol catkowity [mg/dl]
Biatko C reaktywne [mg/1]
EGFR [ml/min/1,73m?]
Kreatynina [mg/dl]
Kwas moczowy [mg/dl]
Mocznik [mg/dl]
OB [mm/h]

UPCR

FSGS pierwotny
Mediana [IQR]
7,7 [6,3-9,9]
2,3[3,3-6,7]
2,1[1,5-2,7]
0,6 [0,4-0,8]
0,1[0,1-0,2]
4,4 [3,9-4,8]
248 [191-331]
3,1[2,6-3,4]
5,5 [4,6-6,0]
0,4 [0,3-0,7]
289 [244-402]
0,9[0,5-1,9]
51 [33-82]
1,42 [0,94-1,87]
7,2 [6,5-8,1]
54 [35-68]
25 [16-60]

3,1[1,2-4,3]
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FSGS wtorny
Mediana [IQR]
3,9 [5,1-9,5]
4,3[2,9-5,9]
1,8[1,4-2,4]
0,6 [0,4-0,6]
0,2 [0,2-0,5]
4,7 [4,2-5,0]
236 [197-295]
3,9[3,4-4,2]
6,4 [6,1-7,1]
0,5[0,4-1,1]
215 [203-252]
1,6 [0,9-3,8]
38 [27-52]
1,89 [1,40-2,55]
7,0 [6,6-8,6]
55 [42-66]
15 [14-26]

1,4 [0,4-2,0]

0,745

0,728

0,390

0,473

0,003

0,370

0,696

<0,001

<0,001

0,136

0,002

0,114

0,080

0,081

0,446

0,740

0,220

0,008



Tabela 4-3. Poréwnanie parametrow systemowej odpowiedzi zapalnej w obu grupach
pacjentow z pierwotnym i wtérnym FSGS.

FSGS pierwotny = FSGS wtorny
parametr $rednia+SD mediana [IQR] p
Mediana [IQR] Mediana [IQR]

NLR 2,49+1,58 2,1[1,5-32] 2,0 [1,4-2,3] 24[1,7-32] | 0,546
MLR 0,296+0,137 | 0,30[0,21-0,35] = 0,27 [0,21-0,40] = 0,29 [0,23-0,34] = 0,704
PLR 132,1451,7 130 [93-166] 128 [91-167] 132 [110-164] = 0,862
dNLR 1,75+0,94 1,6 [1,1-2,0] 1,6 [1,1-2,1] 16[1,3-20] 0,697

Analizujac stan kliniczny pacjentoéw w okresie, w ktorym wykonana zostata biopsja nerki,
odsetek pacjentow z uposledzeniem czynnosci nerek (sCr>1,3 mg/dl) nie roéznit si¢ istotnie
pomiegdzy grupa pacjentéw z pierwotnym i wtornym FSGS (p=0,087). W grupie z pierwotnym
FSGS uposledzong funkcje nerek stwierdzono u 18 (51,4%) pacjentow, u ktorych odnotowano
stezenie Kreatyniny w zakresie od 1,35 do 6,58 mg/dl (srednia 2,440+1,279, mediana 1,87
[1,69-3,05] mg/dl). W grupie z wtornym FSGS, uposledzenie funkcji nerki obserwowano u 13
(76,4%) pacjentow z kreatyning w zakresie od 1,48 do 2,84 ($rednia 2,190+0,486, mediana 2,34
[1,74-2,62] mg/dl).

W grupie pacjentow z pierwotnym FSGS biatkomocz nerczycowy w zakresie od 3,5 do
10,8 (UPCR, srednio 5,40+2,44, mediana 4,14 [3,8-7,1]) rozpoznawano w okresie wykonania
biopsji u 17 (48,6%) pacjentow, biatkomocz subnerczycowy (UPCR, $rednio 2,124+2,10,
mediana 1,5 [0,8-2,7]) u 16 (45,7%) pacjentow, a u 2 (5,7%) pacjentow nie obserwowano
biatkomoczu. U 17 (48,6%) pacjentéw z pierwotnym FSGS rozpoznano zespdt nerczycowy.
W grupie z wtornym FSGS biatkomocz subnerczycowy (UPCR, $rednio 1,81+1,33, mediana
1,6 [1,2-2,2]) wystgpowal u 14 (82,4%) chorych, a u 3 os6b (20,0%) nie obserwowano

biatkomoczu.

Podsumowujac pacjenci z pierwotnym FSGS istotnie czeSciej prezentowali cechy
zespolu nerczycowego (z obnizeniem stezenia biatka catkowitego, albumin i zwigkszeniem
stezenia cholesterolu catkowitego oraz bardziej nasilonym biatkomoczem) w poroéwnaniu
z pacjentami z grupy z wtornym FSGS (p<0,001). Pozostate parametry laboratoryjne, w tym

czynnos¢ nerek nie roznity si¢ istotnie pomiedzy badanymi grupami (Tabela 5-1 i 5-2).
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4.4  Parametry biopsyjne

U 37 chorych oceniany byt materiat pobrany podczas pierwszej biopsji (20 pierwotnych
FSGS i1 17 wtornych FSGS), natomiast u 15 pacjentow badanie wykonano na materiale
uzyskanym podczas drugiej biopsji. U tych pacjentdéw w pierwszej biopsji rozpoznano FSGS
i material z tej biopsji byl dostepny do celow niniejszego badania, a powtdrng biopsje
wykonywano z powodu nieuzyskania trwatej remisji w trakcie dotychczasowej terapii. Dugos¢
bioptatu wyniosta od 0,5 do 2,3 cm, ér. 1,39+0,48, mediana 1,4 [IQR 1,0-1,8] cm. Catkowita
ilos¢ kiebuszkow w bioptacie wynosita od 4 do 48 ($rednio 16,5+9,5, mediana 15 [10-21]).
W dostgpnych biopsjach s$rednio 18,2+20,1% (mediana 20 [0-32%]) kiebuszkéw nie
wykazywato istotnych zmian w mikroskopie $wietlnym, a 20,5£19,8% (18,5 [0—40%])
klebuszkow bylo stwardniate w catosci. Srednio w 17,1+26,9% (mediana 0 [0-30%])
kigbuszkow obserwowano przybytek komoérek mezangium. W Tabelach 4-4, 4-5 i 4-6

przedstawiono parametry biopsyjne dla catej grupy wiaczonej do badania.

Tabela 4-4. Parametry biopsyjne dla catej grupy wiaczonej do badania — ocena kiebuszkow.

Parametr* Min — max Srednia £SD Mediana [IQR]
Catkowita liczba kigbuszkow 418 16,549,5 15[10 - 21]
Liczba niezmienionych kigbuszkow 0-28 5,14£5,8 4[1-8]
(0 — 64%) (18,24:20,1%) (20 [0 — 32%])
Liczba ktebuszkow 0-8 1,1£2,0 0[0-3]
ze sklerotyzacja <10% (0 — 40%) (3,6+9,8%) (0 [0 — 0%])
Liczba ktebuszkow 0-15 3,4+3,5 3[0-5]
ze sklerotyzacjg 10-25% (0 —50%) (1,7£15,9%) (0 [0 - 20%)])
Liczba ktebuszkow 0-15 2,1£2.9 15[0-3]
ze sklerotyzacjg 25-50% (0 —50%) (6,4+13,5%) (0 [0 - 0%])
Liczba ktebuszkow 0-6 0,7+1,3 0[0-1]
ze sklerotyzacjg 50-90% (0 — 25%) (2,8+7,6%) (0 [0 - 0%])
Liczba ktebuszkow 0-11 2,9+2.4 2[1-4]
ze sklerotyzacja 100% (0 — 50%) (20,5+19,8%) (18,5 [0 — 40%))
Klegbuszki z proliferacjg komorek 0-27 4,8+6,2 3[0-7]
mezangium (0 — 100%) (17,1£26,9%) (0 [0 - 30%])

* obserwowany stopien zmian w klebuszkach podawano jako liczbe zmienionych ktebuszkow
oraz odsetek zmienionych kigbuszkow (w nawiasach).
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W obrgbie srédmigzszu stwierdzono zanik cewek (jesli byt obecny) na od 1 do 45%
powierzchni (Srednio 11,1+12,3%, mediana 9 [0-20%]), natomiast widknienie (jesli byto
obecne) obserwowano na poziomie od 5 do 45% powierzchni (§rednio 13,9+10,6%, mediana
9 [5-20%]). Wyktadniki morfologiczne arteriolosklerozy byly obecne w réznym nasileniu
w 35 (67,3%) bioptatow. TIN stwierdzono u 24 pacjentow (46%).

Tabela 4-5. Czgstos¢ wystepowania i nasilenia arteriolosklerozy.

Arterioloskleroza 0 1 2 3
Liczba pacjentow 17 9 19 7
% grupy badanej 32,7 17,3 36,5 13,5

Tabela 4-6. Czgstos¢ wystgpowania poszczegolnych stopni przewlektych zmian zapalnych
cewkowo- srodmigzszowych (TIN).

TIN 0 1 1/2 2 2/3
Liczba pacjentow 28 10 6 7 1
% grupy badanej 58,0 19,2 115 13,5 1,9

45 Analiza korelacji pomiedzy poszczegélnymi parametrami badania

histopatologicznego bioptatow nerek.

Przeanalizowano zaleznos$ci pomig¢dzy réZznymi parametrami ocenianymi w bioptatach
nerek. Sklerotyzacj¢ ktgbuszkow opisywang w badaniach histopatologicznym z rozbiciem na 5
podkategorii przedstawiono w uproszczonej postaci skumulowanej do dwoéch podgrup
o istotnie r6znym znaczeniu klinicznym, tj. sklerotyzacja od 5 do 50% oraz od 50 do 100%

powierzchni petli wlo$niczkowych kiebuszka.

Wykazano, ze zmiany zachodzace w ktebuszkach nerkowych sg zwigzane ze zmianami
patologicznymi w kompartmencie $rodmigzszowym. Wykazano istotne korelacje pomiedzy
zaawansowang sklerotyzacjg kiebuszkow (od 50 do 100%), a odsetkiem powierzchni
srédmiazszu objetej wioknieniem (r=0,60, p<0,001) oraz odsetkiem powierzchni objetej

zanikiem cewek (r=0,46; p<0,001).
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Stwierdzono rowniez ujemne korelacje pomigdzy odsetkiem niezmienionych
ktebuszkow, a odsetkiem powierzchni objetej wtdknieniem (r=-0,50, p<0,001) oraz odsetkiem
powierzchni objetej zanikiem cewek (r=-0,43; p=0,002). Macierz korelacji przedstawiono na

Rycinie 4-2.

Rycina 4-2. Macierz korelacji parametrow oceny histopatologicznej bioptatow nerki.

Odsetek Odsetek Odsetek
kiebuszkow ze | kigbuszkow ze = kiebuszkow z 9% wioknienia % zaniku
sklerotyzacja | sklerotyzacja | proliferacja oW cewek
0d 5do50% |od50do100% mezangium
Odsetek
r=-0,02 r=-0,64 r=-0,24 r=-0,50 r=-0,43 kigbuszkow
p=0,872 p<0,001 p=0,091 p<0,001 p=0,002 hiezmienio-
nych
Odsetek
r=-0,25 r=-0,05 r=-0,10 r=-0,43 klebuszkow ze
p=0,084 p=0,714 p=0,497 p=0,002 sklerotyzacjg
od 5 do 50%
Odsetek
r=-0,05 r=0,64 r=0,46 ktebuszkow ze
p=0,732 p<0,001 p<0,001 sklerotyzacjg
od 50 do 100%
Odsetek
r=0,01 r=-0,07 kigbuszkow z
p=0,926 p=0,637 proliferacja
mezangium

r=0,83
p<0,001

% wloknienia

W grupie z obecnym przewleklym S$rodmigzszowym naciekiem zapalnym (TIN)
obserwowano istotnie czes$ciej zaawansowang sklerotyzacje kiebuszkow (p=0,007), a takze
wiekszy odsetek powierzchni $rodmigzszu objetej widknieniem (p<0,001) oraz zanikiem

cewek (p<0,001). Doktadne dane przedstawiono w Tabeli 4-6.
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W grupie z obecnoscig zmian naczyniowych o charakterze arteriolosklerozy (Tabela 4-7)
obserwowano istotnie cz¢sciej nasilong sklerotyzacje¢ klebuszkow (p=0,002), a takze wigkszy

odsetek powierzchni objetej wtoknieniem (p<0,001) oraz zanikiem cewek (p<0,006).

Tabela 4-6. Wybrane parametry oceny histopatologicznej bioptatu nerki w grupach pacjentéw

w zaleznosci od obecnosci TIN.

TIN=0 (n=28) TIN>0 (n=23)
Mediana [IQR] Mediana [IQR] P
Odsetek niezmienionych ktebuszkéw 35 [18-49] 20 [7-31] 0,062
Odsetek kiebuszkow
ze sklerotyzacia 5-50% 40 [32-49] 43 [31-46] 0,622
Odsetek kiebuszkow
ze sklerotyzacja 50-100% 15 [5-30] 29 [25-46] 0,007
Odsetek kiebuszkow z proliferacja
mezangium 25 [0-39] 26 [0-48] 0,718
% wioknienia 5 [0-15] 20 [15-20] <0,001
% zaniku cewek 0[0-10] 20 [10-20] <0,001

Tabela 4-7. Wybrane parametry oceny histopatologicznej bioptatu nerki w grupach pacjentow

w zaleznosci od obecnos$ci zmian naczyniowych o charakterze arteriolosklerozy.

Arterioloskleroza=0

Arterioloskleroza>0

(n=17) (n=35)
Mediana [IQR] Mediana [IQR] P
Odsetek niezmienionych

Kiebuszkow 35 [22-48] 20 [7-33] 0,068
Odsetek kiebuszkow

ze sklerotyzacja 5-50% 40 [31-47] 40 [32-50] 0,868
Odsetek kiebuszkow

ze sklerotyzacja 50-100% 13 [4-23] 29 [17-50] 0,002

Odsetek klebuszkow z proliferacja

mezangium 25 [0-49] 25 [0-40] 0,527

% wtoknienia 5[0-10] 20 [15-20] <0,001

% zaniku cewek 0 [0-6] 20 [0-20] 0,006
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4.6 Poréwnanie parametrow oceny histopatologicznej bioptatow u pacjentéow

z pierwotnym i wtornym FSGS

W ocenie poréwnawczej bioptatdw w obu grupach pacjentow stwierdzono istotng

statystycznie réznice w stopniu zaniku cewek. W przypadku bioptatow pobranych od

pacjentéw z wtornym FSGS stwierdzono zwigkszony stopien zaniku niz u pacjentow

z rozpoznaniem pierwotnego FSGS (mediana 20 [0-30%] vs 0 [0-18%], p=0,011). Grupy nie

roznity si¢ pod wzgledem widknienia srodmigzszu.

Tabela 4-8. Pordéwnanie parametrow oceny histopatologicznej bioptatow pobranych od
pacjentow z pierwotnym i wtérnym FSGS.

parametr

Odsetek niezmienionych
ktebuszkow

Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacjg 5—-50%
w tym:
Odsetek ktebuszkow ze
sklerotyzacja <10%

Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacjg 10-25%

Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacjg 25-50%

Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacjg 50-100%

w tym:

Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 50-90%

Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 100%

Odsetek kiebuszkow z
proliferacja mezangium

% wlOknienia

% zaniku cewek

Pierwotny FSGS

Mediana [IQR]

30 [8-47]

40 [31-47]

0 [0-16]

21 [0-33]

0 [0-19]

25 [7-49]

0[0-12]
13 [5-39]
27 [0-45]

15 [5-20]

0 [0-18]

Wtorny FSGS
Mediana [IQR] P
20 [8-30] 0,362
43 [32-56] 0,441
0 [0-0] 0,375
20 [0-37] 0,890
16 [0-33] 0,059
22 [13-32] 0,884
0 [0-2] 0,228
17 [12-32] 0,618
16 [0-34] 0,301
20 [13-28] 0,074
20 [0-30] 0,011
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W ocenie kigbuszkow w preparatach biopsyjnych nie stwierdzono réznic zaréwno

w zakresie sklerotyzacji, jak i obecnosci proliferacji komorek mezangium.

Porownanie parametrow oceny histopatologicznej bioptatow W obu grupach

przedstawiono w Tabeli 4-8.

Zmiany zapalne cewkowo-srodmigzszowe (TIN) byly obserwowane w podobnym
odsetku w bioptatach z pierwotnym (14 bioptatow, 40,0%) 1 wtérnym FSGS (10 bioptatow,
58,8%, p=0,206). Réwniez rozktad nasilenia tych zmian nie r6znil si¢ istotnie mi¢dzy badanymi

grupami (p=0,196, Tabela 4-9).

Tabela 4-9. Porownanie wystepowania i nasilenia TIN u pacjentow z pierwotnym i wtornym
FSGS.

TIN 0 1 1/2 2 2/3 p

Pierwotny FSGS 21 (60,0%) 7 (20,0%) 2 (5,7%) 5 (14,3%) 0
0,196
Wtérny FSGS | 7 (41,2%) 3 (17,6%) 4 (23,5%) 2 (11,8%) 1 (59%)

Wyktadniki morfologiczne arteriolosklerozy byly obecne w podobnym odsetku
w bioptatach z rozpoznaniem pierwotnego (21 bioptatow, 60,0%) i wtornego FSGS (14
bioptatow, 82,4%, p=0,110). Podobnie stopien nasilenia tych zmian nie réznit si¢ istotnie

miedzy badanymi grupami (Tabela 4-10, p=0,372).

Tabela 4-10. Pordéwnanie wystepowania i nasilenia arteriolosklerozy u pacjentow
z pierwotnym i wtérnym FSGS.

Acrterioloskleroza 0 1 2 3 p
Pierwotny FSGS 14 (40%) 5 (14,3%) 11 (31,45) 5 (14,3%)

0,372
Wtérny FSGS 3 (17,6%) 4 (23,5%) 8 (47,1%) 2 (11,8%)

41



4.7  Zalezno$¢ miedzy zaawansowaniem zmian histopatologicznych w bioptacie

nerek a parametrami laboratoryjnymi

Stwierdzono istotng réznice migdzy grupg pacjentdw z uposledzeniem czynno$ci nerek
w okresie okotobiopsyjnym, a grupa z prawidlowa czynnos$cig nerek w odniesieniu do odsetka
niezmienionych kigbuszkow, ktory byl istotnie wyzszy w grupie z prawidlowa czynnoscia
nerek (mediana 36 [27-51%] vs 17 [0-28%], p<0,001). Podobng zalezno$¢ stwierdzono
w przypadku odsetka ktebuszkow ze znikomg segmentalng sklerotyzacjg <10% (mediana O
[0-28%] vs 0 [0-0%], p=0,003). Roéwnoczesnie obserwowano istotniec mniejszy odsetek
ktebuszkéw z catkowityg sklerotyzacja w bioptatach od pacjentéw z prawidlowa czynno$ciag

nerek (mediana 10 [0-18] vs 25 [13-46], p<0,001).

Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy czynno$cig nerek w okresie okotobiopsyjnym,
a nasileniem proliferacji komoérek mezangium w kigbuszkach. Szczegdétowe parametry

przedstawiono w Tabeli 4-11.

Obecnos¢ arteriolosklerozy byta istotnie czestsza w grupie pacjentdéw z uposledzong
funkcjg filtracyjng nerek w okresie okotobiopsyjnym, niz u pacjentéw z dobra funkcjg nerek
(26 pacjentow, 83,9% vs 9 pacjentow, 42,9%, p=0,002). W Tabeli 4-12 przedstawiono rozktad
czestosci stopnia arteriolosklerozy obserwowanej w bioptacie w zaleznosci od czynnosci nerek,
réwniez potwierdzajacy zwigkszone nasilenie zmian w grupie pacjentdw z uposledzong funkcja

(p=0,019).

Stwierdzono istota rdéznice w nasileniu witoknienia zrgbu oraz zaniku kanalikéw
nerkowych a czynno$cig nerek w okresie okoto biopsyjnym — pacjenci z uposledzong
czynnoscig nerek mieli istotnie wyzszy odsetek powierzchni objetej wtoknieniem w obrgbie
$rodmigzszu (mediana 20 [15-20] vs 5 [0-10], p <0,001) i zanikiem cewek (mediana 18 [0-20]
vs 0 [0-8,5], p=0,001). Wyniki przedstawiono w Tabeli 4-13.

42



Tabela 4-11. Zalezno$¢ migdzy zaawansowaniem zmian histopatologicznych w bioptacie
nerek a czynnoscig filtracyjng nerek (klebuszki)

sCr<1,3 mg/dl (n=21) sCr>1,3 mg/dl (n=31)

Y
Mediana [IQR] Mediana [IQR]
Odsetek niezmienionych
Kicbuszkéw 36 [27-51] 17 [0-28] <0,001
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 5-50% 40 [33-44] 43 [28-50] 0,737
w tym:
Odsetek ktebuszkow ze
sklerotyzacja <10% 0[0-28] 0[0-0] 0,003
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 10-25% 15[0-32] 24 [3-35] 0.170
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 25-50% 10[0-17] 14 [0-30] 0135
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 50-100% 16 [5-25] 30 [13-50] 0,002
w tym:
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 50-90% 0[0-5] 0[0-12] 0,434
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 100% 10 [0-18] 25 [13-46] <0,001
Odsetek kigbuszkow z 22 [0-40 27 [0-46] 0,611

proliferacjg mezangium

Tabela 4-12. Poréwnanie wystepowania i nasilenia arteriolosklerozy u pacjentow
z prawidlowg i uposledzong funkcja nerek.

Avrterioloskleroza 0 1 2 3 p
sCr<1,3 mg/dl 12 (57,1%) 3 (14,3%) 4 (19,0%) 2 (9,5%)

0,019
sCrx1,3 mg/dl 5(16,1%) = 6(19,4%) = 15(484%) @ 5(16,1%)
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Tabela 4-13. Zalezno$¢ migdzy zaawansowaniem zmian histopatologicznych w bioptacie
($r6dmigzsz) a czynnoscig filtracyjng nerek.

sCr<1,3 mg/dl (n=21) sCr>1,3 mg/dl (n=31)
Mediana [IQR] Mediana [IQR] P
% wtoknienia 5 [0-10] 20 [15-20] <0,001
% zaniku cewek 0 [0-8,5] 18 [0-20] 0,001

Roéwniez obecnos¢ TIN byla istotnie czgstsza u pacjentow z gorsza czynnoscig nerek
w czasie biopsji (20 pacjentow, 64,5% vs 4 pacjentow, 19,0%, p=0,001). Nasilenie TIN
w grupie pacjentdw z prawidlowsg funkcja filtracyjng nerek byto opisywane jako maksymalnie
1 stopnia, podczas gdy w grupie z uposledzong funkcja od stopnia 1 do 2/3 (p=0,006). Doktadny
rozktad TIN w obu grupach przedstawiono w Tabeli 4-14.

Nie stwierdzono istotnej réznicy w parametrach oceny histopatologicznej kigbuszkoéw
miedzy grupami pacjentéw bez biatkomoczu, z biatkomoczem o mniejszym nasileniu oraz

z biatkomoczem nerczycowym (zespotem nerczycowym). Wyniki poréwnania zebrano

w Tabeli 4-15.

Nie zaobserwowano réwniez zwigzku obecnos$ci 1 nasilenia biatkomoczu w okresie

biopsyjnym ze zmianami w obrgbie $rodmigzszu (Tabela 4-16).

Podobnie wystgpowanie i stopien zaawansowania arteriolosklerozy (p=0,537) oraz TIN

(p=0,984) nie byly zwigzane z nasileniem bialkomoczu w okresie okotobiopsyjnym. Dane

zebrano w Tabelach 4-17 i 4-18.

Tabela 4-14. Nasilenie TIN w grupie pacjentow z uposledzong i prawidlowa funkcja
filtracyjng nerek w czasie biopsji

TIN 0 1 1/2 2 213 p
sCr<1,3mg/dl | 17 (81,0%) 4 (19,0%) 0 0 0

0,006
sCr>1,3mg/dl  11(355%) 6 (19,4%) 6 (19,4%) = 7(22,6%) 1 (3,2%)
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Tabela 4-15. Zalezno$¢ migdzy zaawansowaniem zmian histopatologicznych w kigbuszkach
a obecnoscig i nasileniem biatkomoczu.

UPCR >3,5n=14

UPCR <0,3 n=5 UPCR 0,3-3,5 n=32 ]
(zespol nerczycowy)

parametr p
Mediana [IQR] Mediana [IQR] Mediana [IQR]
Odsetek
niezmienionych 20 [0-51] 20 [8-36] 31 [24-47] 0,358
ktebuszkow
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 5-50% 44 [39-49] 38 [32-48] 43 [32-47] 0,782
w tym:
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja <10% 22 [0-30] 0[0-0] 0 [0-10] 0,204
Odsetek ktebuszkow ze
sklerotyzacja 10-25% 22 [15-24] 17 [0-36] 21 [0-32] 0,892
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 25-50% 0 [0-7] 13 [0-28] 7 [0-19] 0,337
Odsetek ktebuszkow ze
sklerotyzacja 50-100% 13 [0-25] 26 [14-45] 19 [6-29] 0,240
w tym:
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 50-90% 0 0[0-8] 0[0-13] 0,301
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacia 100% 13 [0-25] 17 [9-40] 13 [6-25] 0,537
Odsetek kigbuszkow z 22 [0-50] 29 [0-39] 25 [0-47] 0,985
proliferacja mezangium
Tabela 4-16. Zalezno$¢ miedzy zaawansowaniem zmian histopatologicznych w $rédmiazszu
nerek a biatkomoczem.
UPCR >3,5n=14
UPCR <0,3 n=5 UPCR 0,3-3,5 n=32 ,
parametr (zespol nerczycowy) P
Mediana [IQR] Mediana [IQR] Mediana [IQR]
% wtoknienia 15 [0-20] 15 [5-20] 5[0-18] 0,589
% zaniku cewek 10 [0-21] 13 [0-20] 5 [0-18] 0,805
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Tabela 4-17. Nasilenie arteriolosklerozy w zaleznosci od stopnia biatkomoczu w okresie
okotobiopsyjnym

Acrterioloskleroza 0 1 2 3 p
UPCR <0,3 2 1 1 1
UPCR 0,3-3,5 8 6 12 6 0,537
UPCR >3,5 7 2 5 0

(zespol nerczycowy)

Tabela 4-18. Nasilenie TIN w grupach pacjentow z réznym nasileniem biatkomoczu w okresie
okotobiopsyjnym

TIN 0 1 1/2 2 2/3 p
UPCR <0,3 3 1 0 1 0
UPCR 0,3-3,5 18 5 4 4 1 0,984
UPCR >3,5 7 3 5 2 0

(zespol nerczycowy)

4.8 Ekspresja PARP-1 w bioptatach nerek w pierwotnym i wtornym FSGS

Oceng ekspresji PARP-1 w badanych bioptatach przeprowadzono u 52 chorych. Na
Rycinach  4-3-4-6  przedstawiono  reprezentatywne  mikrofotografie = obrazujace
immunoreaktywno$¢ PARP-1 w analizowanych bioptatach. Diagnostycznie reprezentatywna
immunoreaktywno$¢ PARP-1 uzyskano dla 48 chorych (93%). Uzyskane wyniki barwienia
immunohistochemicznego w kierunku PARP-1 zebrano w Tabeli 4-19.

Stwierdzono istotnie statystyczng zaleznos¢ pomi¢dzy obserwowang ekspresja PARP-1
w klebuszkach oraz nabtonku cewek (p<0,001). Odnotowano réwniez korelacje pomiedzy
nasileniem ekspresji PARP-1 w $rédmigzszowym nacieku zapalnym oraz w pozostatych

kompartmentach (p=0,050).
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Rycina 4-3. Wysoka immnoreaktywno$¢ PARP-1 w komorkach §roédmigzszowego nacieku
zapalnego. Ogniskowa ekspresja PARP-1 w komoérkach nabtonka cewkowego. Powigkszenie
200x.

Rycina 4-4. Wysoka immnoreaktywno$¢ PARP-1 w komorkach nabtonka cewkowego.
Ogniskowa ekspresja  PARP-1 w komodrkach $rodmigzszowego nacieku zapalnego.
Powigkszenie 200x.
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Rycina 4-5. Wysoka ekspresja PARP-1 w komoérkach nabtonka cewkowego. Powigkszenie
200x.

Rycina 4-6. Ekspresja PARP-1 w obregbie kigbuszka. Ogniskowa immunoreaktywno$é
PARP-1 w obrebie nabtonka cewkowego. Powigkszenie 200x.
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Nie stwierdzono istotnych roéznic pod wzgledem intensywnosci ekspresji PARP-1
w poszczeg6lnych kompartmentach bioptatu nerek w grupach pacjentéw z pierwotnym
i wtornym FSGS. Parametry oceny immunohistochemicznej stwierdzone w bioptatach nerek

w grupach pacjentow z pierwotnym i wtérnym FSGS przedstawia Tabela 4-20.

Tabela 4-19. Obserwowany poziom ekspresji PARP-1 w bioptatach nerek u chorych z FSGS.

Stopien nasilenia ekspresji PARP-1

Kompartment
0 1 2 3
12 20 12 1
Klebuszki
¢buszki (26,7%) (44,4%) (26,7%) (2,2%)
0 18 18 1
Nabtonek k
abtonek cewkowy (0%) (38,3%) (38,3%) (23,4%)
Srodmias naciek zapaln 1 - ¥ X
1rodmigzszo
azszowy palny (34,1%) (43,9%) (22%) (0%)

Tabela 4-20. Ekspresja PARP-1 w bioptatach nerek w grupach pacjentow z pierwotnym
1 wtornym FSGS.

Stopien nasilenia ekspresji

Kompartment PARP-1
FSGS p
0 1 2 3
Pierwotny (n=32) 8 13 10 1
Klebuszki 0,624
Wtérny (n=13) 4 7 2 0
Pierwotny (n=33) 0 11 13 9
Nabtonek cewkowy 0,483
Wtorny (n=14) 0 7 5 2
Pierwotny (n=28) 11 12 5 0

Srédmiazszowy naciek

0,502
zapalny

Wtérny (n=13) 3 6 4 0

4.9  Zaawansowanie zmian histopatologicznych FSGS w zaleznosci od ekspresji
PARP-1 w biopsjach nerek

Przeprowadzono analiz¢ zalezno$ci pomigdzy stwierdzonymi parametrami oceny
histopatologicznej, a obserwowang ekspresjg PARP-1. W szczego6lnosci oceniono zwigzek
pomiedzy ekspresja PARP-1 w kigbuszkach nerkowych, a stopniem sklerotyzacji, odsetkiem
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ktebuszkoéw z proliferacjg mezangium, a takze arteriolosklerozg. Ze wzgledu na stwierdzenie
reakcji barwnej w kilebuszkach o wysokim nasileniu wytacznie w jednym przypadku, dla

potrzeb dalszych analiz zgrupowano razem preparaty ze stopniem nasilenia ekspresji 2 i 3.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomiedzy zaawansowaniem
sklerotyzacji i proliferacji mezangium a nasileniem ekspresji PARP-1. Wyniki analizy

przedstawiono w Tabeli 4-21.

Tabela 4-21. Rozktad obserwowanej sklerotyzacji i proliferacji mezangium w zalezno$ci od
intensywnosci reakcji immunohistochemicznej dla PARP-1 w kigbuszkach. Opis parametrow
histopatologicznych przedstawiono jako mediana [IQR].

Parametr oceny Stopien nasilenia ekspresji PARP-1

) ) p
histopatologicznej 0 (n=12) 1 (n=20) 2 1ub 3 (n=13)

Odsetek niezmienionych

Klebuszkow 18 [5-38] 24 [3-41] 31 [20-49] 0,391
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 5-50% 47 [38-50] 34 [28-44] 42 [31-46] 0,069
w tym:
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja <10% 0 [0-0] 0 [0-0] 0 [0-13] 0,270
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 10-25% 35 [6-46] 24 [14-34] 17 [0-22] 0,100
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 25-50% 8 [0-31] 0 [0-15] 19 [8-27,5] 0,121
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 50—100% 29 [15-50] 24 [9-38] 12,5 [0-40] 0,396
w tym:
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacjg 50-90% 0[0-5] 0[0-3] 0[0-8] 0,891
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacia 100% 22 [14-42] 18 [8-34] 11 [0-24] 0,251
Odsetek kigbuszkow 2 8 [0-41,5] 30 [0-46] 30 [21-19] 0,382

proliferacja mezangium
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Tabela 4-22. Rozklad intensywnosci reakcji immunohistochemicznej dla PARP-1
w zaleznos$ci od nasilenia arteriolosklerozy (p=0,449).

., oo stopien nasilenia arteriolosklerozy
Stopien nasilenia

ekspresji PARP-1

0 1 2 3

0 3 4 4 1
1 5 3 9 3
2+3 7 1 4 1

Tabela 4-23. Obserwowany stopien wtdknienia i zaniku cewek w zaleznosci od intensywnosci
reakcji immunohistochemicznej dla PARP-1 w nabtonku cewek.

Parametr aceny Stopien nasilenia ekspresji PARP-1

histopatologicznej 1(n=18) 2 (n=18) 3 (n=11) p
% wioknienia 16,5 [5-20] 12 [5-20] 15 [0-20] 0,646
% zaniku cewek 16,5 [0-20] 3[0-20] 0[0-19] 0,563

Nie stwierdzono rowniez statystycznie istotnej zaleznoSci pomiedzy nasileniem

immunoreaktywnosci PARP-1, a nasileniem arteriolosklerozy (p=0,449) (Tabela 4-22).

Podsumowujac, nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy nasileniem immunoreaktywnos$ci

PARP-1, a cechami morfologicznymi ktgbuszkéw nerkowych.

Przeanalizowano rowniez zwigzek pomiedzy ekspresja PARP-1 w nabtonku cewek,
a obserwowanym stopniem wiloknienia oraz zaniku cewek. Nie stwierdzono istotnych

statystycznie zaleznos$ci pomiedzy powyzszymi parametrami (Tabela 4-23).

Oceniono zwiazek pomigdzy stopniem nasilenia ekspresji PARP-1 w $roédmiazszowym
nacieku zapalnym, a nasileniem stwierdzonych zmian zapalnych cewkowo-srédmigzszowych
o charakterze przewleklym w obrgbie §rodmigzszu (TIN). Wykazano, zZe istnieje zwigzek
pomiedzy rozkltadami wartosci dla obu parametrow (p=0,042). Ekspresje PARP-1
w $rodmigzszowym nacieku zapalnym obserwowano czesciej 1 w wigkszym nasileniu
w przypadku wigkszego nasilenia stwierdzonych zmian zapalnych cewkowo-§rodmiazszowych

o charakterze przewlektym (Rycina 4-7).
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Rycina 4-7. Obecnos¢ i nasilenie TIN obserwowane w bioptatach w zalezno$ci od poziomu
ekspresji PARP-1.

100%
90%
80%

70% l
60% I
50% ETIN=2+2/3
40% ETIN=1/2
30% TIN=1

I mTIN=0

]
0 1 2

20%
10%
0%

ekspresja PARP-1 (stopien nasilenia immunoreaktywnosci)

Doktadny rozklad nasilenia immunoreaktywnosci PARP-1, a nasileniem przewlektych

zmian zapalnych cewkowo-§rodmigzszowych przedstawia Tabela 4-24.

Podsumowujac, wykazano zwigzek pomiedzy ekspresja PARP-1 w $rodmigzszowym
nacieku zapalnym, a nasileniem TIN. Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy nasileniem
intensywnos$ci reakcji immunohistochemicznej dla PARP-1, a pozostalymi parametrami

histopatologicznymi.

Tabela 4-24. Rozktad intensywno$ci reakcji immunohistochemicznej dla PARP-1
w $rodmigzszowym nacieku zapalnym w zalezno$ci od obecnosci i nasilenia TIN (p=0,042).

Stopien nasilenia ekspresji TIN
PARP-1 0 1 1/2 2+2/3
0 11 1 1 1
1 9 4 2 3
2 1 1 3 4
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4.10 Ekspresja IDO-1 w bioptatach nerek w pierwotnym i wtornym FSGS

Oceng ekspresji IDO-1 w badanych bioptatach przeprowadzono u 52 chorych. Na
Rycinach  4-8-4-11  przedstawiono reprezentatywne  mikrofotografie = obrazujace
immunoreaktywno$¢ 1IDO-1 w analizowanych bioptatach. Diagnostycznie reprezentatywng
immunoreaktywno$¢ IDO-1 uzyskano dla 48 chorych (93%). Uzyskane wyniki barwienia
immunohistochemicznego w kierunku IDO-1 zebrano w Tabeli 4-25.

Tabela 4-25. Obserwowany poziom ekspresji IDO-1 w bioptatach nerek u chorych z FSGS.

Stopien nasilenia ekspresji IDO-1

Kompartment
0 1 2
Klebuszki % ; 0
(81,2%) (18,8%)

45 2 1
Nabtonek cewkowy (93,7%) (4,2%) (2,1%)

Srédmigzszowy naciek zapalny 2 0 .
(60,4%) (37,5%) (2,1%)

Ekspresj¢ IDO-1 stwierdzono w kigbuszkach w 9 bioptatach (18,8%) oraz w 19 (39,6%)
bioptatach w obrebie $rédmigzszowego nacieku zapalnego. Poniewaz w  wigkszosci
przypadkéw obserwowano niskg immunoreaktywnos¢é IDO-1, dalsze analizy przeprowadzono
bez rozbicia na stopien nasilenia ekspresji, poréwnujac preparaty z jakimkolwiek stopniem
nasilenia immunoreaktywno$ci IDO-1 z preparatami, w ktdrych ta immunoreaktywnos¢ nie
wystepowata. W nabtonku cewkowym wytacznie w 3 bioptatach (6,3%) zaobserwowano
ekspresje IDO-1. Ze wzgledu na matg liczebno$¢ odstapiono od dalszych analiz ekspres;ji

w tym kompartmencie.

Nie stwierdzono istotnie statystycznej zalezno$ci pomigdzy obserwowang ekspresja

IDO-1 w kiebuszkach oraz nabtonku cewek (p=0,109).

Nie stwierdzono istotnych rdéznic pod wzgledem intensywnosci ekspresji IDO-1
w poszczegolnych czesciach bioptatu nerek w grupach pacjentdw z pierwotnym i wtdérnym
FSGS. Parametry oceny immunohistochemicznej stwierdzone w bioptatach nerek w grupach

pacjentéw z pierwotnym i wtornym FSGS przedstawia Tabela 4-26.
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Rycina 4-8. Wysoka immunoreaktywno$¢ IDO-1 w komorkach $rodmiazszowego nacieku
zapalnego z punktowa immnoreaktywnoscia w komorkach nablonka cewkowego.
Powigkszenie 200x.

Rycina 4-9. Wysoka immunoreaktywno$¢ IDO-1 w obrebie pojedynczego kigbuszka.
Powigkszenie 200x.
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Rycina 4-10. Punktowa immunoreaktywno$¢ w komoérkach $rodmigzszowego nacieku
zapalnego. Powigkszenie 200x.

Rycina 4-11. Pojedyncze dodatnie komorki $rodmigzszowego nacieku zapalnego.
Powigkszenie 200x.
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Tabela 4-26. Ekspresja IDO-1 stwierdzona w bioptatach nerek w grupach pacjentéw
z pierwotnym i wtérnym FSGS.

Stopien nasilenia ekspresji

kompartment IDO-1
FSGS P
0 1 2
Pierwotny (n=32) 27 6 0
Klebuszki 0,882
Wtorny (n=13) 12 3 0
Pierwotny (n=33) 21 12 0

Srodmigzszowy naciek

0,299
zapalny

Wtérny (n=15) 8 6 1

411 Zaawansowanie zmian histopatologicznych FSGS w zaleznosci od ekspresji

IDO-1 w biopsjach nerek

Przeprowadzono analize majaca na celu ocen¢ wystepowania zalezno$ci pomiedzy
stwierdzonymi parametrami oceny histopatologicznej, a obserwowang ekspresja IDO-1.
Oceniono zwigzek pomiedzy ekspresja IDO-1 w kiebuszkach, a stopniem sklerotyzacji,

odsetkiem kigbuszkow z proliferacjg mezangium, a takze arterioloskleroza.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznos$ci pomig¢dzy natezeniem sklerotyzacji
1 proliferacji komorek mezangium, a obserwowang ekspresjg IDO-1 w kigbuszkach. Wyniki

analizy przedstawiono w Tabeli 4-27.

Nie stwierdzono rowniez statystycznie istotnej zalezno$ci pomiedzy nasileniem
immunoreaktywno$ci IDO-1, a zaawansowaniem arteriolosklerozy (p=0,820). Doktadny
rozktad nasilenia immunoreaktywnosci IDO-1 i nasilenia arteriolosklerozy przedstawia Tabela
4-28.

Podsumowujac, nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy ekspresja IDO-1, a cechami

morfologicznymi ktgbuszkow nerkowych.

Oceniono zwiazek pomigedzy ekspresja IDO-1 w $rodmigzszowym nacieku zapalnym,
a nasileniem zapalnych zmian cewkowo-$rodmigzszowych (TIN). Wykazano, Ze istnieje
zwigzek pomigdzy tymi parametrami (p=0,032). Ekspresje IDO-1 w $rédmigzszowym nacieku
zapalnym obserwowano czgsciej w przypadku wigkszego nasilenia przewlektego

srodmigzszowego nacieku zapalnego (Rycina 4-12).

56



Tabela 4-27. Rozktad obserwowanej sklerotyzacji i proliferacji mezangium w zalezno$ci od
intensywnosci reakcji immunohistochemicznej dla IDO-1 w kigbuszkach. Opis parametrow
histopatologicznych przedstawiono jako mediana [IQR].

Ekspresja IDO-1
Parametr oceny w kiebuszkach

histopatologicznej P
nieobecna (n=39) obecna (n=9)
Odsetek niezmienionych
Kiebuszkéw 27 [8-47] 29 [18-39] 0,605
Odsetek ktebuszkow ze
sklerotyzacja 5-50% 40 [31-48] 44 [31-46] 0,643
w tym:
Odsetek ktebuszkow ze
sklerotyzacja <10% 0[0-5] 0[0-24] 0,589
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 10-25% 20 [0-36] 22 [0-33] 0.851
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 25-50% 10[0-25] 14 [0-17] 0,793
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 50-100% 25 [12-47] 22 [0-26] 0.214
w tym:
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacjg 50-90% 0[0-6] 0[0-13] 0,361
Odsetek kiebuszkow ze
sklerotyzacja 100% 18 [9-38] 12,5 [0-17] 0,121
Odsetek kigbuszkow z 27 [0-41] 22 [0-55] 0,786

proliferacja mezangium

Tabela 4-28. Ekspresja IDO-1 w kiebuszkach w zalezno$ci od nasilenia arteriolosklerozy
(p=0,820).

Ekspresja IDO-1 stopien nasilenia arteriolosklerozy

w kigbuszkach 0 1 2 3
nieobecna 13 7 14 5
obecna 3 2 2 2
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Rycina 4-12. Obecnos¢ i nasilenie TIN obserwowane w bioptatach w zaleznos$ci od poziomu
ekspresji IDO-1.

100% ]
90%

80%
70%

60%
50% mTIN=2+2/3
40% TIN=1/2
30% TIN=1
20% ETIN=0
10%
0%
0 1

ekspresja IDO-1

Tabela 4-29. Ekspresja IDO-1 w $rodmigzszowym nacieku zapalnym w zalezno$ci od
obecnosci i nasilenia TIN (p=0,032).

_ TIN
Ekspresja IDO-1
0 1 1/2 2+2/3
nieobecna 18 8 1 2
obecna 8 2 4 5

Zaleznos¢ ekspresji IDO-1 od nasileniem zmian zapalnych cewkowo-$rédmigzszowych

o charakterze przewlektym w obrebie $rodmigzszu przedstawia Tabela 4-29.

Podsumowujac, podobnie jak w przypadku PARP-1, wykazano zwigzek pomig¢dzy
ekspresja IDO-1 w $rodmigzszowym nacieku zapalnym, a nasileniem TIN. Stwierdzono
réwniez istotng zalezno$¢ pomigdzy ekspresjg PARP-1 1 IDO-1 (Rycina 4-13, p=0,002).

Nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy ekspresja IDO-1, a pozostalymi parametrami

histopatologicznymi.
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Rycina 4-13. Korelacja pomig¢dzy ekspresja badanych markerow w $rddmigzszowym nacieku
zapalnym (p=0,002)
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412 Ocena przebiegu klinicznego choroby w zaleznosci od ekspresji PARP-1
w bioptatach nerek — zalezno$¢ pomiedzy nasileniem immunoreaktywnosci

a parametrami laboratoryjnymi

Nie stwierdzono r6znicy pomigdzy nasileniem ekspresji PARP-1 a czynno$cia nerek
w czasie biopsji. Pacjenci z uposledzong czynnoscig nerek 1 z prawidtowa funkcjg nerek nie

roznili si¢ miedzy sobg. Doktadne dane przedstawiono w Tabeli 4-30.

Podobnie nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy nasileniem ekspresji PARP-1

a nasileniem biatkomoczu oraz zespotem nerczycowym. Wyniki przedstawiono w Tabeli 4-31.
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Tabela 4-30. Rozktad intensywnosci reakcji immunohistochemicznej PARP-1 w stosunku do
czynnosci filtracyjnej nerek w czasie biopsji

uposledzenie funkeji stopien nasilenia ekspresji PARP-1

kompartment e
P w czasie biopsji 0 1 2 3 P
Klebuszki nie 2 8 6 . 0193
tak 10 12 6 0 '
Nablonek nie 0 ° ° ° 0,736
cewkowy tak 0 12 10 6 |
Sr()dmiquzowy nie 8 ! ! 0 0,087
naciek zapalny tak 6 11 8 0 ,

Tabela 4-31. Rozktad intensywnosci reakcji immunohistochemicznej PARP-1 w zaleznoSci
od biatkomoczu w okresie okotobiopsyjnym.

Stopien nasilenia ekspresji PARP-1

kompartment Biatkomocz p
0 1 2 3
UPCR <0,3 1 2 1 0
Kiebuszki UPCR 0,3-3,5 8 12 5 0 0,696
UPCR >3,5 3 5 6 1
(zespol nerczycowy)
UPCR <0,3 0 1 1 1
Nabtonek UPCR 0,3-3,5 0 12 9 7 0,817
cewkowy ’
UPCR >3,5 0 5 8 3
(zespél nerczycowy)
UPCR <0,3 1 0 1 0
Srédmigzszowy UPCR 0,3-3,5 8 10 5 0 0,737
naciek zapalny '
UPCR >3,5

(zespol nerczycowy)
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413 Ocena przebiegu klinicznego choroby w zaleznosci od obecnosci IDO-1
w bioptatach - zalezno$§¢ pomiedzy nasileniem immunoreaktywnosci

a parametrami laboratoryjnymi

Stwierdzono ro6znic¢ pomigdzy czynnos$ciag nerek w okresie okotobiopsyjnym
a obserwowang ekspresja IDO-1 w $rédmigzszowym nacieku zapalnym (Tabela 4-32,
p=0,020). U pacjentdéw, u ktorych stwierdzono ekspresje IDO-1 w §rddmigzszowym nacieku
zapalnym, obserwowano wyzsze stezenie kreatyniny w okresie okotobiopsyjnym (mediana 1,9

[1,5-2,8] vs 1,1 [0,9-1,8], p=0,004).

W przeprowadzonej analizie nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy ekspresjag IDO-1
a nasileniem biatkomoczu oraz zespotem nerczycowym w okresie okotobiopsyjnym. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 4-33.

Tabela 4-32. Ekspresja IDO-1 w zaleznosci do czynnosci filtracyjnej nerek w okresie
okotobiopsyjnym

Pogorszenie funkcji Ekspresja IDO-1
kompartment o p
w czasie biopsji nieobecna obecna
nie 16 4
Kiebuszki 0,853
tak 23 5
PR nie 16 4
Srédmiazszowy 0.020
naciek zapalny tak 13 15 ’

Tabela 4-33. Ekspresja IDO-1 w zaleznosci od biatkomoczu w okresie okotobiopsyjnym.

Ekspresja IDO-1

kompartment Biatkomocz ) p
nieobecna obecna
UPCR <0,3 3 1
Klebuszki UPCR0,3-35 25 > 0,845
U’PCR >3,5 10 3
(zespol nerczycowy)
UPCR <0,3 3 1
Srédmiazszowy UPCR 0,3-3,5 18 12

naciek zapalny UPCR >3.5 0,750

(zespol nerczycowy)
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4.14 Ocena przebiegu klinicznego FSGS

Dane dotyczace przebiegu klinicznego po wykonaniu biopsji byty dostepne dla 47
pacjentow (90,4%), w tym dla 32 pacjentow z pierwotnym FSGS 1 15 pacjentdw z wtornym
FSGS. W czasie obserwacji 21 pacjentdw utracito czynno$¢ nerek, w tym istotnie czgsciej
w grupie z wtornym FSGS (73%) niz w grupie z pierwotnym FSGS (31%) (p=0,007). Czas od
wykonania biopsji do utraty czynnos$ci nerek wynosit od 4 do 83 miesi¢ecy (mediana 23 [10—
54,5], srednia 39,9+£23,7). Czas do utraty czynno$ci nerek nie rdznit si¢ istotnie pomiedzy
pacjentami z pierwotnym i wtornym FSGS (mediana 21 [11-39] vs 32 [10-55,5] miesigcy,
p=0,526). U 26 pacjentow czynno$¢ nerek byta zachowana do konca czasu obserwacji, ktory

wynosit od 8 do 32 miesigcy (mediana 73 [56-99], srednio 6,9+30,3).

4.14.1 Ocena stanu klinicznego pacjentow po roku od biopsji

W rocznej obserwacji u 6 pacjentow z grupy pierwotnego FSGS doszto do pogorszenia
czynnosci nerek (definiowanego jako podwyzszenie stezenia kreatyniny o 25% od warto$ci
poczatkowej), z czego 3 osoby utracity funkcje nerek w czasie pierwszego roku obserwacji.
U 9 pacjentéw czynnos$¢ nerek byl stabilna. U jednego pacjenta doszto do poprawy funkcji

filtracyjnej nerek.

W grupie z wtérnym FSGS u 11 pacjentow doszto do pogorszenia czynnosci nerek
(z czego 2 osoby utracity czynno$¢ nerek), u 2 do poprawy, a u 2 oséb czynnos$¢ nerek byta

stabilna.

Po roku obserwacji biatkomocz subnerczycowy stwierdzono u 17 pacjentéw: u 12 z 22
chorych z pierwotnym FSGS 1 u 5 z wtornym FSGS. Biatkomocz nerczycowy byt stwierdzony

u 4 0s6b wylacznie w grupie chorych z pierwotnym FSGS.

W czasie catego okresu obserwacji obecno$¢ zespolu nerczycowego nie wigzata si¢
z ryzykiem utraty czynnos$ci nerek w grupie z pierwotnym FSGS (p=0,297) oraz w grupie

z wtornym FSGS (p=0,460).

Sposrdd oséb w grupie z pierwotnym FSGS z zespotem nerczycowym w momencie
biopsji uzyskano po roku remisje¢ czesciowa u 6 o0s6b (u 3 pacjentOw nastgpit nawrot
w pdzniejszym okresie) oraz remisj¢ catkowita u 4 o0sob (u 3 o0sOb nastgpil nawrot
w pbézniejszym okresie). U 5 pacjentdw nerczycowy biatkomocz wystepowal niezmiennie

w trakcie catej obserwacji.
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Tabela 4-34. Wyniki badan laboratoryjnych u pacjentéw z zachowana funkcja nerek po roku
od biopsji oraz ich odniesienie do wynikoéw z okresu okotobiopsyjnego.

Zmiana w stosunku do

Srednia+/-SD = Mediana [IQR] okresu p
okotobiopsyjnego
Leukocyty [tys. kom./ul] 8,75+3,27 8,9 [5,6-11,2] 0,509
Neutrofile [tys. kom./ul] 6,28+3,23 6,0 [3,3-7,9] 0,257
Limfocyty [tys. kom./ul] 1,96+0,93 1,8[1,5-2,1] 0,542
Monocyty [tys. kom./ul] 0,57+0,24 0,6 [0,4-0,8] 0,360
Eozynofile [tys. kom./pl] 0,111+0,089 0,09 [0,06-0,13] 0,879
Erytrocyty [mln kom./pl] 4,55+0,56 4,5[4,2-51] 0,793
Plytki krwi [mln/pl] 242,8+66,3 240 [191-292] 0,199
Albumina [g/dl] 3,71+0,61 3,65 [3,3-4,2] Wzrost 0,011
Biatko catkowite [g/dl] 6,17+0,86 6,0 [5,8-6,9] 0,057
Bilirubina catkowita 0,64+0,33 0,7 [0,3-0,9] 0,195
[mg/dl]
Cholesterol catkowity 263,1468,9 | 256 [222-289,5] Spadek 0,030
[mg/dl]
Biatko C reaktywne [mg/1] 4,33+8,79 1,1[0,4-2,9] 0,301
EGFR [ml/min/1,73m?] 52,7+25,3 54 [32-77] Wzrost 0,005
Kreatynina [mg/dI] 1,82+1,14 1,411,0-2,2] Spadek 0,006
Kwas moczowy [mg/dl] 7,52+1,25 7,7[6,6-8,4] 0,073
Mocznik [mg/dl] 70,0+£32,7 53,5 [43-81] 0,110
OB [mm/h] 19,9+16,0 15 [7-27] 0,091
UPCR 1,51+1,56 1,1[0,5-2,3] Spadek 0,043

W grupie z wtornym FSGS biatkomocz utrzymywat si¢ na niezmiennym poziomie u 11

pacjentow, a u 3 osiagnigto remisj¢ catkowitg biatkomoczu.

Szczegotowe dane laboratoryjne po roku od wykonania biopsji byty dostepne dla 28 osob,

ktore zachowaty czynno$¢ nerek (22 osob z pierwotnym oraz 6 z wtornym FSGS, Tabela 4-34).
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Warto$ci po roku poréwnano do danych z okresu okotobiopsyjnego (Tabela 4-1). Wsrod
pacjentdw z zachowang czynnoscig nerek po roku leczenia zaobserwowano niewielki ok. 10%
spadek stezenia kreatyniny w surowicy krwi (1,4 [1,0-2,2] vs 1,55 [1,0-2,4], p=0,006) oraz
wzrost eGFR (54 [32-77] vs 49 [30-78]), za wyjatkiem 5 pacjentow, u ktorym w tym okresie
doszto do utraty czynno$ci nerek. Zaobserwowano ponadto spadek biatkomoczu (UPCR 1,1
[0,5-2,3] vs 1,9[0,9-3,9], p=0,043), przy rownoczesnym wzroscie stezenia albuminy (3,6 [3,3—
4,2 vs 3,3 [2,9-3,9], p=0,011. Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy ulegt roéwniez
obnizeniu (256 [222-289,5] vs 270 [210-355], p=0,030).

4.14.2 Analiza zachowania czynnoSci nerek w kilkuletniej obserwacji

W analizie przezycia wykazano dluzsze zachowanie czynno$ci nerek u pacjentow
z rozpoznaniem pierwotnego FSGS (p=0,008). Na Rycinie 4-14 przedstawiono poréwnanie
prawdopodobienstwa zachowania funkcji nerki od czasu wykonania biopsji i rozpoznania

choroby w zaleznosci od typu FSGS.

Rycina 4-14. Poréwnanie prawdopodobienstwa zachowania czynnosci nerek w zalezno$ci od
typu FSGS (p=0,008); linia niebieska — FSGS pierwotny, linia zielona (przerywana) — FSGS

wtorny.
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414.2.1

Analiza parametrow laboratoryjnych - wplyw na rokowanie

W oparciu 0 macierz korelacji (Rycina 4-15) pomigdzy podstawowymi parametrami

laboratoryjnymi w okresie okotobiopsyjnym do analizy zwigzku z rokowaniem wybrano

stezenia kreatyniny 1 kwasu moczowego w surowicy oraz biatkomocz dobowy (UPCR) jako

zmienne niezalezne.

Rycina 4-15. Korelacje pomigdzy podstawowymi parametrami laboratoryjnymi w okresie
okotobiopsyjnym.

Stezenie

kreatyniny moczowego

Stezenie Stezenie Stezenic Stezenie
kwasu biatka albqumin cholesterolu UPCR
catkowitego y catkowitego
r=0,13 r=-0,11 r=-0,08 r=0,14 r=0,16 Stezenie
p=0,370 p=0,441 p=0,552 p=0,312 p=0,260 mocznika
r=0,08 r=0,06 r=0,10 r=-0,12 r=0,09 Stezenie
p=0,581 p=0,657 p=0,505 p=0,407 p=0,551 kreatyniny
r=-0,01 r=0,01 r=0,01 r=-0,04 Stezenie
p=0,923 p=0,961 p=0,937 p=0,758 kwasu
moczowego
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Korzystajac z regresji proporcjonalnego hazardu Cox'a (Tabela 4-35), wykazano, ze
czynno$¢ nerek w okresie okotobiopsyjnym, czyli w chwili rozpoznania FSGS, jest zmienng
determinujaca przezycie nerek (HR 11,8, 95% CI4,3-32,7, p<0,001). Zaobserwowano réwniez
niekorzystny wptyw rozpoznania wtornego FSGS (HR 3.4, 95% CI 1,0-10,9, p=0,042) oraz
biatkomoczu dobowego (UPCR, HR 1,6, 95% CI 1,2-2,0, p<0,001).

Tabela 4-35. Wyniki regresji proporcjonalnego hazardu Cox'a — analiza wpltywu parametréw
laboratoryjnych oraz typu FSGS na obserwowane przezycie nerek.

Parametr laboratoryjny HR 95% ClI p
Stezenie kreatyniny w surowicy krwi 11,8 4,3-32,7 <0,001
Wtorny FSGS 3,4 1,0-10,9 0,042
UPCR 1,6 1,2-2,0 <0,001
stezenie kwasu moczowego w 0,318

surowicy krwi

Wplyw stezenia kreatyniny w surowicy krwi oraz biatkomoczu dobowego na przezycie
nerek byt widoczny réwniez podczas analizy w podgrupach z pierwotnym i wtérnym FSGS
(Tabela 4-36).

Tabela 4-36. Wyniki regresji proporcjonalnego hazardu Cox'a — analiza wptywu parametréw
laboratoryjnych na obserwowane przezycie nerek w zaleznosci od typu FSGS.

FSGS Parametr laboratoryjny HR 95% ClI p
pierwotny Stezenie kreatyniny w 9,5 2,7-33,9 <0,001
surowicy krwi
UPCR 15 1,1-2,0 0,015
Stezenie kreatyniny w 8,6 1,6-45,9 0,012

wtorny surowicy Krwi

UPCR 2,0 1,1-3,8 0,030
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4.14.2.2 Analiza parametrow histopatologicznych i ekspresji biomarkerow - wplyw na
rokowanie
W analizie jednoczynnikowej wykazano potencjalny zwigzek z przezyciem nerek

w przypadku nastgpujacych parametréw histopatologicznych:

— TIN-HR 4,0 (95% CI 2,1-7,6), p=<0,001;

— % wioknienia — HR 2,1 (95% CI 1,4-3,2) / kazde 10%, p<0,001;

— % zaniku cewek — HR 1,6 (95% CI 1,2-2,1) / kazde 10%, p=0,002;

— odsetek nasilonej sklerotyzacji ktgbuszkow (50-100%) — HR 1,54 (95% CI 1,1-2,2) / kazde
20% , p=0,022;

— odsetek kigbuszkow niezmienionych — HR 0,44 (95% ClI 0,2-0,9) / kazde 20%, p=0,025;

— atakze w ekspresji PARP-1 (HR 2,2, 95% CI 1,2-4,4, p=0,006) oraz IDO-1 (HR 3,2, 95%
Cl1,4-7,4, p=0,006) w $rédmiagzszowym nacieku zapalnym.

4.14.2.3 Czynniki prognozujqce funkcje nerek u pacjentow 7 FSGS

Analiz¢ wptywu parametrow laboratoryjnych z okresu okolobiopsyjnego oraz obrazu
histopatologicznego bioptatu uzupelniono o analiz¢ zwigzku stosowanego leczenia
z zachowaniem funkcji nerek. W szczegdlnos$ci przeanalizowano wplyw stosowanej
profilaktyki nefroprotekcyjnej inhibitorami konwertazy angiotensyny. Nie udalo si¢
zaobserwowac istotnego statystycznie wptywu stosowania ACEI na zachowanie czynnosci
nerek (p=0,071). Podobnie, w przypadku pacjentdéw z rozpoznaniem pierwotnego FSGS nie
wykazano istotnego statystycznie zréznicowania w przezyciu czynnosci nerek w zaleznosci od

stosowanej immunosupresji (p=0,210).

Ze wzgledu na silne zalezno$ci pomiedzy poszczegdlnymi elementami obrazu
histopatologicznego oraz ekspresja biomarkerdw, przeanalizowano modele zawierajace
poszczegbdlne parametry histopatologiczne oraz kreatyning i biatkomocz dobowy obserwowane
w okresie okotobiopsyjnym. W zadnym z modeli nie wykazano, by parametr histopatologiczny
lub ekspresja biomarkera w sposob istotny statystycznie wptywata na ryzyko utraty funkcji

nerek w zestawieniu z kreatyning i biatkomoczem obserwowanym w okresie okotobiopsyjnym.
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5  Dyskusja
5.1 Poréwnanie grup badanych: pierwotnego i wtérnego FSGS

5.1.1 Parametry kliniczne

Pierwotny FSGS jest jednym z najczgstszych rozpoznan bioptacie nerki oraz jedna
z najczestszych przyczyn zespotu nerczycowego [2,3]. Wtorny FSGS, bedacy wynikiem
uszkodzenia podocytdw przez toksyczne dzialania lekow, zakazenia wirusowe czy zmiany
adaptacyjne w przebiegu hiperfiltracji, jest jeszcze czgéciej rozpoznawany [8]. Pomimo, iz
obraz kliniczny tych dwoch patologii zwykle jest odmienny (zespdt nerczycowy jako typowo
obraz pierwotnego FSGS, a biatkomocz subnerczycowy we wtornym FSGS) to jednak
w konkretnych przypadkach odrdznienie pierwotnego 1 wtdérnego FSGS bywa trudne, a jest ono
niezbedne do ustalenia prawidlowego leczenia. Pierwotny FSGS, jako choroba o podiozu
autoimmumologicznym, jest wskazaniem do leczenia immunosupresyjnego. Pacjenci
z wtornym FSGS powinni odnie$§¢ korzys¢ z terapii nefroprotekcyjnej. Wedlug definicji
KIDGO rozpoznanie wtornego FSGS stawiane, jest poza obrazem klinicznym, na podstawie

stwierdzenia obecno$ci czynnikoéw, prowadzacych do uszkodzenia podocytow [8].

Naszg grup¢ badang stanowito 32 pacjentow z pierwotnym FSGS i 15 pacjentow
z wtérnym FSGS. U pacjentdow z pierwotnym FSGS istotnie czgsciej obserwowaliSmy cechy
zespolu nerczycowego (z obnizeniem st¢zenia biatka catkowitego, albuminy i zwigkszeniem
stezenia cholesterolu catkowitego oraz bardziej nasilonym bialkomoczem) w poréwnaniu
z pacjentami z wtérnym FSGS. Pozostate parametry laboratoryjne, w tym czynnos$¢ nerek nie
roznity si¢ istotnie pomigdzy badanymi grupami. Podobnie jak w pracach innych autorow:
pacjenci z pierwotnym FSGS roznili si¢ od pacjentow z wtérnym FSGS tylko wyktadnikami
zespotu nerczycowego [117-121].

5.1.1.1 Funkcja filtracyjna nerek w okresie okolobiopsyjnym

W naszym badaniu czynno$¢ nerek w czasie biopsji w sposob istotny wigzata si¢
przezyciem nerek. Srednie stezenie kreatyniny w surowicy Krwi u pacjentéw W czasie
diagnostyki biopsyjnej wynosito 1,79 mg/dl. Pacjenci z upo$ledzong czynnoscig nerek
w okresie biopsji (definiowang jako stezenie kreatyniny >1,3 mg/dl) mieli istotnie czestsza
utratg¢ czynnos$ci nerek w trakcie obserwacji. Przy analizie w podgrupach, z pierwotnym
1 wtérnym FSGS zachowanie czynnosci nerek rowniez istotnie zalezato od czynnos$ci nerek

w momencie biopsji, cho¢ grupie z wtornym FSGS mata liczebno$¢ w grupie nie pozwolita na
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osiggniecie istotnosci statystycznej. Wyniki te sg zgodne z pracami innych autoréw, niezaleznie
od tego czy analizowali oni grupy pacjentow wytacznie z pierwotnym FSGS, czy réwniez

z obecnoscig pacjentow z wtérnym FSGS.

W pracy Rydel i wsp. uposledzenie czynnosci nerek bylo niezaleznym czynnikiem
prognostycznym utraty funkcji filtracyjnej nerek w tym badaniu badanej w okresie biopsji
stezenie kreatyniny wynosito 2,1 mg/dl [117]. Stirling i wsp. w badaniu z udziatem 136 chorych
z pierwotnym FSGS wykazali, ze stezenie kreatyniny w surowicy krwi w okresie
okotobiopsyjnym przewiduje utrate czynno$ci nerek [122], podobne rezultaty opublikowat

Swarnalatha i wsp. [123].

W Dbadaniu europejskim uposledzona funkcja filtracyjna nerek byta czynnikiem
niekorzystnym rokowniczo [124]. Podobnie w populacji azjatyckiej stgzenie kreatyniny
w surowicy krwi w momencie biopsji byto jedynym predyktorem postepu choroby [118]. Tang
i wsp. w populacji chinskiej z pierwotnym FSGS wykazali, ze uposledzona czynno$¢ nerek
w momencie biopsji, obecno$¢ przewleklego zapalenia cewkowo-$rodmigzszowego (TIN) oraz
znaczne nasilenie zespotu nerczycowego byly czynnikami ryzyka utraty czynnosci nerek w
ciggu 5 lat [125]. Podobne wyniki opublikowali niedawno badacze z USA, opisujac grupe 338
chorych [119]. Zhu i wsp. na podstawie obserwacji 99 chorych z FSGS opracowali model
przewidujacy czynno$¢ nerek w dtugotrwatej obserwacji, wlaczajac do niego czynniki istotnie
wplywajace na przebieg kliniczny: eGFR, krwinkomocz oraz odsetek stwardnialych
ktebuszkéw. Model ten wykazal bardzo dobra zgodnos$¢ przewidywania czynnosci nerek po 5
latach z rzeczywistymi wynikami eGFR [126]. Tylko w jednej pracy autorstwa Jafry i wsp. nie
stwierdzono zwigzku miedzy uposledzeniem czynnosci nerek w momencie biopsji, a ryzykiem

postepu choroby, w tym stabszg odpowiedzig na leczenie kortykosteroidami [127].

Podsumowujac, podobnie jak w pracach innych autoréw jak i w niniejszym badaniu
uposledzona czynno$¢ nerek w czasie biopsji jest zwigzana z niekorzystnym rokowaniem co

do przebiegu klinicznego i postepu niewydolnosci nerek.

5.1.1.2 Nasilenie biatkomoczu w okresie okolobiopsyjnym

W niniejszej pracy u 1/3 pacjentow z pierwotnym FSGS stwierdzono biatkomocz
nerczycowy, a u potowy biatkomocz subnerczycowy. W grupie z wtornym FSGS Zaden chory
nie prezentowat cech zespotu nerczycowego. W obecnym badaniu wykazano, ze wystepowanie
zespotu nerczycowego w czasie biopsji bylo zwigzane z ryzykiem progresji choroby, az do

wystgpienia schytkowej niewydolnos$ci nerek w trakcie obserwacji.
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O ile czynnos¢ nerek w czasie biops;ji (jest w prawie wszystkich doniesieniach zwigzana
z ryzykiem progresji niewydolnosci nerek w pierwotnym FSGS, to dane dotyczace znaczenia

biatkomoczu nie sg jednoznaczne.

W pracy badaczy z USA pacjenci z pierwotnym FSGS mieli gorsze przezycie 5 i 10 letnie
w przypadku stwierdzenia u nich zespotu nerczycowego w porownaniu do chorych
z biatkomoczem nienerczycowym. Nalezy pamigtac, ze u pacjentoOw rasy czarnej, ktorzy w tym
badaniu stanowili ponad potowg chorych czgéciej wystepuje wariant FSGS z zapadaniem petli
wlos$niczkowych, obarczony ztym rokowaniem [117]. Catran i wsp. wykazali, ze wystapienie
remisji biatkomoczu jest niezaleznym czynnikiem przewidujagcym zachowanie prawidlowe;j
czynnos$ci nerek [128]. Podobne obserwacje opublikowali brytyjscy badacze [122]. W pracy
Chun i wsp. obejmujaca analize 87 pacjentéw z zespotem nerczycowym w pierwotnym FSGS,
63 pacjentow osiggneto catkowita remisje po leczeniu kortykosteroidami, a ich 10-letnie
przezycie wolne od leczenia nerkozastepczego byto znacznie lepsze od chorych, ktorzy nie
uzyskali remisji [129]. W pracy na populacji USA obejmujacej dane dotyczace ponad 300
chorych z pierwotnym FSGS w wieloczynnikowej analizie wykazano, ze nerczycowy
biatkomocz z hipoalbuminemig w czasie biopsji 1 brak remisji po leczeniu byly zwigzane

z gorszym dlugoterminowym zachowaniem czynno$ci nerek [119].

Jednakze w pracy Bagchi i wsp. opartej na analizie danych 116 pacjentach dorostych
Z zespotem nerczycowym w przebiegu FSGS nasilenie bialkomoczu nie przewidywato
wystapienia remisji choroby [130]. Inne badania rowniez wykazaty, ze zaden z klinicznych
parametrow w okresie biopsji, w tym hipoalbuminemia i nasilenie bialkomoczu nie byt
predykcyjny do wystgpienia remisji biatkomoczu [117,129]. W niedawno opublikowanej pracy
obejmujacej 390 pacjentow z FSGS nie stwierdzono wplywu zadnych parametrow
laboratoryjnych, w tym stgzenia albumin i biatkomoczu na przebieg choroby [118]. Podobnie,
nasilenie biatkomoczu nie zostalo ujete w modelu przewidujacym czynno$¢ nerek
w dhugotrwatej obserwacji, ktory okazat si¢ skuteczny w przewidywaniu czynnosci nerek po 5

latach [126].

Podsumowujac, wigkszo$¢ badaczy wskazuje, ze nasilenie nerczycowego biatkomoczu
jest czynnikiem ryzyka niekorzystnego przebiegu FSGS. Moje obserwacje, podobnie jak inne
opublikowane badania oparte na duzych grupach pacjentow, wskazuja, ze zarowno nasilenie
biatkomoczu, jak 1 uposledzona czynno$¢ nerek w momencie biopsji sg czynnikami
predykcyjnymi dla progresji niewydolnosci nerek. Nerczycowy biatkomocz w wigkszosci

przypadkow jest wskazaniem do intensywnego leczenia immunosupresyjnego, ktore poprzez
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zmniejszenie nasilenia stanu zapalnego w obrebie nerek zmniejsza progresj¢ wioknienia.
Pacjenci z subnerczycowym biatkomoczem zwykle otrzymuja tylko leczenie nefroprotekcyjne
lekami blokujacymi RAA, stad wyrazniejszy postgp proceséw wioknienia migzszu nerek, a tym

samym postep przewlekiej choroby nerek.

5.1.2 Ocena histopatologiczna bioptatow nerek u pacjentéw z pierwotnym i wtérnym

FSGS

Badanie histopatologiczne bioptatu nerki nie ré6znicuje pomigdzy pierwotnym, a wtérnym
FSGS [7]. W niniejszej pracy pacjenci wlgczeni do badania w bioptatach nerek mieli
zdiagnozowany wariant NOS FSGS. Nie sg znane czgsto$ci wystepowania poszczegdlnych

wariantow w populacji polskiej [3].

W najnowszej publikacji poswigconej FSGS, w populacji azjatyckiej, NOS stanowit
powyzej 70% rozpoznan [118]. W pracach autorow z Arabii Saudyjskiej u dorostych pacjentow
z zespolem nerczycowym przewazal podtyp z zapadaniem si¢ petli (69,9%), NOS stanowit
(26%) [124]. W populacji europejskiej przewazat wariant wierzchotkowy (37%), 32% stanowit
NOS, a 26% typ okotowngkowy, a tylko 5% bioptatow opisano jako wariant z zapadaniem
petli. Wariant wierzchotkowy prognozowat lepsze 5-letnie przezycie nerek w poréwnaniu do
innych wariantow [124]. W badaniach amerykanskich 42% rozpoznan stanowit NOS, ktory
rzadziej powodowal cigzki zespot nerczycowy. Najmniej nasilone zmiany cewkowo-
srddmigzszowe obserwowano u pacjentow z wariantem wierzchotkowym, a zmiany te byty
najbardziej nasilone w wariancie z zapadaniem p¢tli. W dyskusji autorzy wysunehi hipotezg, ze
r6zne warianty FSGS sa wynikiem réznych mechanizméw patogenetycznych o rdznej etiologii,

a nie stanowig spektrum przypadkowych zmian spowodowanych przez wspolny czynnik [131].

Wiele prac koncentrowato si¢ na wykazaniu istotnosci okreslenia wariantu FSGS 1 jego
wplywu na rokowanie. Jak wykazuje praca Ozeki 1 wsp. odpowiedZ na leczenie pacjentow
z zespolem nerczycowym w przebiegu FSG, ktorych nie przypisano do zadnego wariantu
wedtug Klasyfikacji Columbia, jest podobna jak u pacjentow z wariantem wierzchotkowym lub
komorkowym [132]. W pracy Kawaguchi wykazano, ze pogorszenie czynnosci filtracyjne;
nerek lub progresja do schytkowej niewydolnosci nerek nie zalezalta od wariantu
histologicznego FSGS [133]. Z kolei Swarnalatha i wsp. dodatkowo wykazali, ze wariant
z zapadaniem pg¢tli naczyniowych prognozuje gorsza odpowiedz na leczenie i szybsza progresje
do schytkowej niewydolnosci nerek, co potwierdzaja takze niektorzy inni autorzy

[123,124,131]. Przeciwnie, Chun i wsp. wykazali, ze odsetek pacjentow, ktorzy osiaggneli
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remisje nie réznil si¢ pomiedzy poszczegdlnymi histologicznymi typami FSGS, w zwigzku
z czym autorzy wnioskowali, ze nie mozna przewidzie¢ odpowiedzi na leczenie na podstawie

typu histologicznego FSGS [129].

W moich badaniach wykazano istotng korelacje pomi¢dzy zaawansowana sklerotyzacija
ktgbuszkow, a odsetkiem powierzchni $rodmigzszu objetej widknieniem 1 odsetkiem
powierzchni objetej zanikiem cewek. Stwierdzono wigksze nasilenie obserwowanego
wloknienia zrebu, zaniku kanalikow nerkowych oraz obecno$¢ zapalenia cewkowo-
srodmigzszowego (TIN) u pacjentdéw z uposledzeniem czynnosci nerek w okresie biopsji.
W grupie pacjentow z obecnoscia TIN obserwowano istotnie czgsciej sklerotyzacje
klebuszkow, a takze wigkszy odsetek powierzchni $rédmigzszu objetej widknieniem oraz
zanikiem cewek. Jednakze nie stwierdzono istotnej rdéznicy w parametrach oceny
histopatologicznej bioptatu nerek migedzy grupami pacjentow z zespotem nerczycowym, lub

biatkomoczem o mniejszym nasileniu.

Z uwagi na wysoka korelacje pomigdzy zmianami wstecznymi w bioptatach, takimi jak
odsetek sklerotyzacji ktgbuszkow, powierzchni objetej wioknieniem i zanikiem cewek, do
analizy wieloczynnikowej wybrano odsetek sklerotyzacji kiebuszkow, jako reprezentatywny
dla w/w zmian morfologicznych. Wykazano, Ze odsetek sklerotyzacji kigbuszkow > 50%

istotnie podnosi ryzyko wystapienia niewydolnosci nerek.

Podobne do naszych wyniki opublikowali takze inni autorzy. Rydel i wsp., wykazali, ze
nasilone wloknienie $rodmiazszowe bylo niezaleznym czynnikiem przewidujagcym utrate
funkcji filtracyjnej nerek [117]. Opublikowano, Ze zapalenie §rodmigzszowe byto niezaleznie
zwigzane z pogorszeniem dtugotrwatego przezycia nerek. Postulowano, ze dtugotrwate zmiany
srodmigzszowe powodujg progresje wioknienia [118,119]. W populacji azjatyckiej
obserwowano, ze wyzszy odsetek stwardniatych kiebuszkow byt razem ze zwldknieniem
srddmigzszu, ale nie z zanikiem cewek, niezaleznym czynnikiem ryzyka dla wystapienia
schytkowej niewydolnosci nerek w ciggu 10 lat [118]. W badaniach Forster i wsp. widknienie
srddmigzszowe 1 zanik cewek wraz z zapaleniem srddmigzszowym w chwili rozpoznania byty

zwigzane z gorszym dtugoterminowym zachowaniem czynnosci nerek [119].

W niedawno opublikowanym badaniu grupy NEPTUNE wykazano, ze najsilniejszymi
czynnikami predykcyjnymi utraty funkcji filtracyjnej nerek bylo nasilenie stwardnienia
ktgbuszkoéw oraz widknienia $rodmigzszu i zaniku cewek. Autorzy dodali nowe parametry

prognostyczne: obecno$¢ srodmigzszowych komorek piankowatych i nacieku zapalnego
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komorek jednojadrzastych, witoknienie okotokiebuszkowe, nieprawidtowosci komorek

srodblonka oraz cechy ostrego uszkodzenia cewek [134].

Dodatkowo w niniejszej pracy wykazano, ze ztogi IgM byly obecne we wszystkich
bioptatach. W naszym badaniu ocena ztogdéw C3 byla wykonana jedynie w 5 bioptatach,
z czego tylko w jednym przypadku stwierdzono obecno$¢ nieduzego stopnia ztogow
w pojedynczym kiebuszku. W badaniu Aso i wsp. u prawie wszystkich pacjentdw z zespotem
nerczycowym stwierdzano zanik cewek i widknienie $rodmiazszu, a zltogi IgM wykrywano
w prawie potowie bioptatow [15]. Wykazano, Zze jednoczesne wykrycie zlogow C3 i IgM
prognozowato niekorzystny przebieg choroby [15]. Jednakze w pracy Woo i wsp. nie

stwierdzono zwigzku miedzy obecnoscia ztogéw a przebiegiem klinicznym [118].

5.2  Znaczenie badanych biomarkeré6w dla obrazu Kklinicznego i przebiegu

FSGS.

W niniejszej pracy zbadano ekspresj¢ PARP-1 i IDO-1 w bioptatach nerek pacjentow
z FSGS. IDO-1 jest zwigzane z wtoknieniem migzszu nerek po zadziataniu czynnika
uszkadzajacego, a jego zablokowanie wydaje si¢ mie¢ korzystny wplyw w ograniczeniu
uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego. PARP-1 jest czasteczka, ktora wplywa na
szkodliwe procesy zwigzane ze stresem oksydacyjnym i reakcja zapalng. Przeprowadzone
badania sugeruja, ze moze to by¢ wazny mechanizm inicjujacy niewydolno$¢ nerek
w przebiegu FSGS. W dostepnej literaturze do tej pory nie opublikowano doniesien na temat

ekspresji PARP-1 i IDO-1 w bioptatach nerek u pacjentow z FSGS.

W moich badaniach nie stwierdzono réznic pomigdzy nasileniem immunoreaktywnosci
PARP-1i IDO-1, a cechami morfologicznymi kigbuszkéw nerkowych, widknieniem migzszu,
zanikiem cewek oraz nasileniem zapalenia cewkowo-$rodmigzszowego w obrebie
srddmigzszu. Pacjenci z wtornym 1 pierwotnym FSGS nie roznili si¢ miedzy soba pod
wzgledem nasilenia ekspresji PARP-1 i IDO-1. Podobnie nie stwierdzono zalezno$ci
z nasileniem biatkomoczu oraz funkcja filtracyjng nerek w okresie biopsji. Sposrod badanych
biomarkero6w wykazano, ze obecnos¢ ekspresji PARP-1 w §rodmigzszowym nacieku zapalnym
ponad dwukrotnie zwigkszala ryzyko niewydolnos$ci nerek (p=0,006), a obecnos¢ ekspresji
drugiego z biomarkerow tj. IDO-1 w $rédmigzszowym nacieku zapalnym podnosita prawie

3-krotnie to ryzyko (p=0,006).
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5.21 PARP-1

Nadmierna aktywacja PARP-1 spowodowana przez uszkodzenie DNA zwigzanego
z stresem oksydacyjnym jest obserwowana w wielu procesach patologicznych i powoduje
nasilenie kluczowych proceséw prozapalnych i powodujacych $§mieré¢ komorek (np. NF-«kB).
Zastosowanie inhibitorow PARP-1 w modelach przedklinicznych powodowato zmniejszenie
uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego [43]. Przy umiarkowanym uszkodzeniu DNA
aktywacja PARP-1 powoduje jego rozszczepienie przez kaspazy na 2 fragmenty, co moze
indukowac proces apoptozy. W przypadku nasilonego uszkodzenia DNA nadmierna aktywacja
PARP-1 prowadzi do programowanej smierci komorki [135,136]. Ponadto PARP-1 jest
enzymem zuzywajacym dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD). W ten sposob
wywierajac ztozony wptyw na metabolizm komorkowy ekspresje gendow i reakcje na stres
[137]. Podwdjna rola PARP-1 w metabolizmie komérkowym, a takze w reakcji zapalnej

powodowata zainteresowanie PARP-1 jako potencjalnym celem terapeutycznym.

Uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne jest zwiazane z pogorszeniem czynno$ci nerki
przeszczepionej. Niedokrwienie powoduje aktywacje PARP-1 a tym samym niedobor
wewnatrzkomorkowego NAD+, ktory wyrownaé¢ mozna tylko w reakcji, ktora zuzywa ATP.
Prowadzi to do $mierci komorek z uwagi na niedobor ATP. Wykazano, ze wyzsza ekspresja
PARP-1 u dawcow nerek w podesztym wieku wigzala si¢ z gorsza czynno$cig nerek po 3
miesigcach [137]. Ekspresja PARP-1 w cewkach nerkowych u biorcow z op6zniong czynno$cig
nerki byta wyzsza niz u biorcow z natychmiastowa czynnoscia, co wskazuje na Kluczowa role

PARP-1 w ostrym uszkodzeniu cewek (ATN) przeszczepionej nerki.

W przewleklych zaburzeniach czynnosci nerek u dzieci podwyzszone poziomy
nikotynoamidow w osoczu, hamujgcych PARP-1 opisali polscy autorzy, ktorzy wysuneli
hipoteze, ze metabolity nikotynoamidu krotkotrwale moga dziata¢ protekcyjnie, natomiast
dhugoterminowo uposledzaja mechanizmy naprawy DNA [49]. Opisywano, ze malejace
stezenie NAD+, wplywajac na aktywnos$¢ sirtuin jest zwigzane ze starzeniem si¢ oraz
przewlektym uszkodzeniem narzadow w tym z przewlekla chorobg nerek. Dlatego dziatania
prowadzace do zwigkszenia poziomu NAD+ w komodrkach mozna wykorzysta¢ w celach
terapeutycznych [49]. Inaktywacja SIRT-1 w podocytach uszkadzata barier¢ kigbuszkowa
prowadzac do biatkomoczu [49]. Aby zapobiec temu procesowi poprzez zablokowanie
aktywnos$ci PARP-1 prowadzi do zwigkszenia NAD+, a tym samym zapobiegnie niedoborowi
sirtuin. Potencjalnie moze to spowodowa¢ dziatanie nefroprotekcyjne. Na modelu mysim

z FSGS wywotanym adriamycyng wykazano, Ze zahamowanie aktywnosci PARP-1
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zmniejszalo uszkodzenie nerek poprzez zwigkszenia stgzenia NAD+ 1 spowodowang tym

zmiang ekspres;ji sirtuin [36].

Wykazano na modelach zwierzgeych, ze PARP-1 jest aktywowany w czasie
ktgbuszkowego zapalenia nerek, szczegdlnie u m¢zczyzn, a leczenie pochodnymi estradiolu
zmniejszato jego ekspresje i poprawiato wyniki leczenia [51]. W badaniach grupy NEPTUNE
wykazano zwigzek pomiedzy ekspresja ACE2, a nasileniem wldknienia §rodmigzszowego
i zanikiem cewek tylko u m¢zczyzn [138]. Zastosowanie rekombinowanego ACE2 ograniczato
wioknienie w eksperymentalnych modelach zespotu Alporta i FSGS [138]. Ochronny wptyw
estradiolu moze by¢ czeSciowo odpowiedzialny za rzadsze wystepowanie FSGS i1 zespotu
Alporta u kobiet. Rowniez w naszej populacji podobnie jak w badaniach innych autoréw,

mezcezyzni stanowili 2/3 badanych.

Prawdopodobnie PARP-1, jako kofaktor NF-kB, moze by¢ zwigzany z indukcjg TNF-a,
ktéry odgrywa istotng role w rozwoju klebuszkowych zapalen nerek. Aktywacja szklakow
TNF-a zachodzi w podocytach u pacjentow z FSGS, co sugeruje udzial tego szklaku
w aktywacji odpowiedzi na potencjalny czynnik krazacy [138]. Wykazano, ze stgzenia TNF-a
byty wyzsze u pacjentéw z FSGS 1 MCD niz w innych typach glomerulopatii oraz u zdrowych
kontroli [139].

Wykazano wyzsza ekspresje PARP-1 w tkance nerkowej w odpowiedzi na uszkodzenie
niedokrwienno-reperfuzyjne i toksyczne [43,46]. Jednoczesnie inni autorzy obserwowali, iz
stezenie PARP-1 w surowicy bylo wyzsze u biorcow przeszczepu nerki ze stabilng czynnoscia
nerki przeszczepionej, niz u biorcow z ostrym odrzucaniem [140]. Wydaje si¢, ze doktadne
wyjasnienie dylematu sprzecznych danych na temat ekspresji PARP-1 w tkankach i we krwi
moze mie¢ kluczowe znaczenie dla okreslenia szkodliwej lub ochronnej roli tego biomarkera.
W naszej pracy wykazano, ze stwierdzenie ekspresji PARP-1 w barwieniu
immunohistochemicznym w $rédmigzszowym nacieku zapalnym, 2-krotnie zwigkszat ryzyko
niekorzystnego przebiegu FSGS z rozwojem niewydolno$ci nerek. W naszych badaniach nie

oceniano stezenia PARP-1 we krwi pacjentow.

5.2.2 1DO-1

2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO-1) jest enzymem katabolizujacym w poczatkowych
fazach kinureninowego szlaku tryptofanu, ktéry prowadzac do zmniejszenia jego steZenia,
hamuje podziaty limfocytow. Jednoczes$nie poprzez kinureniny i ich pochodne indukuje

apoptoze limfocytow T i hamuje ich roznicowanie [52,53]. Ekspresja IDO-1 jest indukowana
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przez interferon vy, reakcje zapalng oraz infekcje. Wynikajace z tego obnizenie lokalnych
poziomow tryptofanu, jak i roznych toksycznych metabolitow na szlaku przemian kinureniny,

bierze udzial w immunoregulacyjnych wtasciwosciach IDO-1 [141].

Wykazano zwiekszong ekspresje IDO-1 w naciekajagcych makrofagach w kiebuszkach
1 komoérkach nabtonka cewek nerkowych w eksperymentalnych modelach kigbuszkowych

zapaleniach nerek [142].

W modelach kigbuszkowych zapalen nerek zwigzanych z aktywacja limfocytoéw Thl
(anty-GBM) obserwowano, ze metabolity tryptofanu hamujg proliferacj¢ limfocytow T oraz
zmniejszajg aktywnos¢ IDO-1. Ponadto zmniejszaty one histopatologiczne cechy uszkodzenia
klebuszkow, intensywno$¢ naciekow zapalnych ztozonych z limfocytow T i makrofagéw
w kigbuszkach, co prowadzito do zmniejszenia biatkomoczu [66]. W modelach nefropatii IgA
podanie komoérek dendrytycznych z nadekspresja IDO-1 powodowalo aktywacje¢ limfocytow
T-regulatorowych, a w konsekwencji zmniejszenie stanu zapalnego, odktadania IgA
w mezangium i zmniejszenie biatkomoczu [62,63]. Pan i wsp. wykazali na modelu zwierzgcym
uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego, ze podanie inhibitorow IDO-1 zmniejszato
wioknienie w nerkach [56]. Dodatkowo supresja IDO-1 sprzyjata polaryzacji makrofagéw
z M1 do M2, prowadzac do zmniejszenia reakcji zapalnej [58]. Na modelu zwierzgcym
wykazano, ze podanie nanoczasteczek DNA indukujgcych ekspresje IDO-1 zmniejszaty

intensywnos$¢ reakcji odrzuceniowej alloprzeszczepu u $win [143].

W literaturze dostgpne sa pojedyncze doniesienia opisujace role IDO-1 w chorobach
nerek u ludzi. Wykazano, ze kinureninowy szlak metabolizmu tryptofanu bierze udziat
w patofizjologii przewleklej choroby nerek (PChN), gléwnie poprzez indukowang stanem
zapalnym aktywnos$¢ 2,3-dioksygenazy indolaminy (IDO-1) [144,145]. Czynniki aktywujace
reakcje zapalng zwiekszaja synteze kinureniny. Obserwowano, ze progresja niewydolnosci
nerek u pacjentow z cukrzycowa chorobg nerek zwigzana byta ze zmniejszonymi poziomami
tryptofanu 1 akumulacja kinureiny [58]. Inni autorzy wykazali, ze aktywnos$¢ IDO-1 oraz
stezenia metabolitow tryptofanu ze szlakéw kinureiny wzrastala wraz z postepem
niewydolnos$ci nerek [146]. Zastosowanie ACEI wptywalo na zmniejszenie poziomoéw

metabolitow tryptofanu u pacjentow z przewlekla choroba nerek [147].

W dostepnej literaturze brak jest obserwacji dotyczacych roli IDO-1 w FSGS. W naszej
pracy nie stwierdzono réznicy pomigdzy nasileniem ekspresji IDO-1, a cechami
morfologicznymi poszczegdlnych kompartmentow bioptatow nerek. Jednakze wykazano, ze

ekspresja IDO-1 w $rodmiazszowym nacieku zapalnym podnosita prawie 3-krotnie ryzyko
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osiggniecia schylkowej niewydolnos$ci nerek w czasie obserwacji. Jest to jedyne jak do tej pory

doniesienie o roli IDO-1 w FSGS.

5.3 Ograniczenia badania

Wykonany projekt, jako badanie retrospektywne, miat liczne ograniczenia. Nie byly
dostepne wyniki oceny bioptatéw nerek w mikroskopii elektronowej, poniewaz w czasie
wykonywania biopsji ten rodzaj badania byt wykonywany bardzo rzadko, tylko w przypadku
watpliwosci diagnostycznych. Projekt byt badaniem jednoosrodkowym, w zwigzku z czym
liczba dostepnych bioptatow nerek byta ograniczona, a wigc do badania wiaczono pacjentow,
dla ktorych byta to pierwsza lub kolejna biopsja, co spowodowato brak homogenno$ci grupy.
Z uwagi na niejednorodno$¢ zastosowanej terapii nie mozna bylo wyciagnaé wnioskow
dotyczacych jej skuteczno$ci. W szczeg6lnosci niektorzy pacjenci byli leczeni
immunosupresyjnie przed wykonaniem badanych biopsji, co mogto wplynaé na ocen¢

badanych biomarkerow w tkance nerkowe;.
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6 Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych w materiale wtasnym badan sformutowano nastepujace
wnioski:
1. IDO-1 i PARP-1 biorg udzial w procesach prowadzacych do progresji do schytkowe;j

niewydolnosci nerek u pacjentow z pierwotnym i wtérnym FSGS.

2. Ekspresja tkankowa IDO-1 i PARP-1 nie jest przydatna w roznicowaniu pierwotnego

i wtornego FSGS.

3. Zarowno ekspresja IDO-1, jak 1 PARP-1, oraz poszczegdlne parametry oceny
histopatologicznej bioptatu nerek nie maja zwiazku z nasileniem bialkomoczu w okresie
biopsiji.

4. Stezenie kreatyniny W surowicy Krwi w czasie biopsji, nasilenie biatkomoczu, odsetek
kiebuszkow ze sklerotyzacja powyzej 50%, nasilone wtdknienia sSrédmiazszu i zanik cewek
nerkowych, wystepowanie $rodmigzszowego nacieku zapalnego, wtorny typ FSGS oraz
ekspresja PARP-1 i IDO-1 w nacieku zapalnym w $rodmigzszu majg istotny wplyw na
wystapienie schytkowej niewydolnosci w dlugotrwalej obserwacji.

5. Uposledzona czynno$¢ nerek w czasie biopsji jest zwigzana z wyzszym odsetkiem
ktebuszkéw ze sklerotyzacja, odsetkiem powierzchni $rédmiazszu objetej widknieniem

i zanikiem cewek nerkowych oraz obecnoscia zapalenia cewkowo-$rodmigzszowego (TIN)

i arteriolosklerozy.
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7 Streszczenie

Wstep

Ogniskowe i1 segmentalne stwardnienie klebuszkow (FSGS, ang. focal segmental
glomerulosclerosis) jest zaliczane do podocytopatii, charakteryzujacych si¢ ogniskowa
1 segmentalng sklerotyzacjg petli wlosniczkowych ktebuszkéw nerkowych. W zaleznosci od
typu przebieg kliniczny FSGS objawia si¢ biatkomoczem o réznym nasileniu, az do zespotu
nerczycowego z nasilonymi obrzgkami i hipoalbuminemia, w potowie przypadkow
z krwinkomoczem, niekiedy z towarzyszacym nadcis$nieniem t¢tniczym lub uposledzeniem
funkcji filtracyjnej nerek. Obecny podziat poszczegélnych typéw FSGS wedlug Kidney
Disease: Improving Global Outcomes z 2021 roku wyrdznia FSGS pierwotny, wtorny,

uwarunkowany genetycznie oraz o nieustalonej etiologii.

Wtérny FSGS rozpoznawany jest czg$ciej niz pierwotny, a jego przyczyna s3 zmiany
adaptacyjne zwigzane z hiperfiltracja kiebuszkow nerkowych lub uszkodzenia podocytow
wywotane przez toksyczno$¢ lekow, zespot hemofagocytowy lub zakazenia wirusowe. We

wtornych typach FSGS zwykle nie stwierdza si¢ zespotu nerczycowego.

Dotychczas nie ustalono etiologii pierwotnego FSGS. Przypuszcza si¢, ze za powstanie
choroby odpowiadaja rozpuszczalne, niezidentyfikowane czynniki, ktére prowadza do
uszkodzenia podocytow z zatarciem wyrostkow stopowatych podocytow i1 biatkomoczem.
Wiadomo, Ze antygeny zlokalizowane na podocytach moga odgrywac kluczowa role w inicjacji

I progresji zmian obserwowanych w FSGS.

Lepsze zrozumienie patogenezy FSGS oraz roli réznych czasteczek w patologii

uszkodzenia podocytoéw moze prowadzi¢ do wdrozenia terapii ukierunkowanej na etiologig.
Cele

Celem przeprowadzonego retrospektywnego badania byto okreslenie czynnikow
klinicznych i parametrow histopatologicznych prognozujacych przebieg kliniczny pierwotnego
1 wtornego FSGS. W szczegdlnosci celem byto okres§lenie znaczenia ekspresji tkankowej
polimerazy poli(ADP-rybozy) 1 (PARP-1) oraz 2,3-dioksygenazy indolaminy (IDO-1) dla
prognozowania progresji niewydolnosci nerek oraz roéznicowania pomiedzy pierwotnym
a wtornym FSGS. Ponadto przeanalizowano zalezno$ci pomigdzy ekspresja tkankowa
PARP-1 i IDO-1 oraz parametrami oceny histopatologicznej bioptatu nerek a nasileniem

biatkomoczu oraz czynno$cig nerek w okresie biopsji.
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Materialy i metody

Do badania zostali wlaczeni pacjenci pozostajacy pod opieka Kliniki Nefrologii
I Medycyny Transplantacyjnej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu
z potwierdzonym histopatologicznie uszkodzeniem kigbuszkow o typie pierwotnego lub
wtornego FSGS (52 pacjentéw). Badanie immunohistochemiczne celem oceny ekspresji
PARP-1 i IDO-1 zostalo wykonane z archiwalnych bloczkow parafinowych zawierajacych
materiat tkankowy pochodzacy z diagnostycznych przeskornych gruboigtowych biopsji nerek.
Wyniki oceny ekspresji PARP-1 i IDO-1 oraz parametry histopatologiczne bioptatow nerek
zostaly przeanalizowane w odniesieniu do danych demograficznych oraz klinicznych, w tym
wyktadnikow postepu przewlektej choroby nerek w przebiegu FSGS.
Wyniki

Grupy z pierwotnym i wtérnym FSGS roznity si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem
stezen nastepujacych parametréw w surowicy krwi: albumin (3,1 [2,6-3,4] vs 3,9 [3,4-4,2]
g/dl, p<0,001), biatka catkowitego (5,5 [4,6-6,0] vs 6,4 [6,08—7,13] g/dl, p<0,001), cholesterolu
calkowitego (289 [244-402] vs 215[203-252] mg/dl, p=0,002), a takze pod wzgledem
biatkomoczu dobowego (UPCR, 3,06 [1,23-4,34] vs 1,4 [0,38-2,02], p=0,008). Srednie
stezenie kreatyniny u pacjentow wynosito 1,79 mg/dl. Stwierdzono istotng réznic¢ migdzy
grupa pacjentow z uposledzeniem czynno$ci nerek w okresie okolobiopsyjnym, a grupa
z prawidlowg czynno$cig nerek w odniesieniu do odsetka niezmienionych klebuszkow, ktory
byt istotnie wyzszy w grupie z prawidlowa czynnoscia nerek (mediana 36 [27-51%] vs 17 [0—
28%], p<0,001). Rownocze$nie obserwowano istotnie mniejszy odsetek kigbuszkow
z catkowitg sklerotyzacja w bioptatach od pacjentéw z prawidlowa czynnoscig nerek (mediana
10 [0-18] vs 25 [13-46], p<0,001. Pacjenci z upo$ledzong czynno$cig nerek mieli istotnie
wyzszy odsetek powierzchni objetej widknieniem w obrebie $srodmigzszu (mediana 20 [15-20]
vs 5 [0-10], p <0,001) i zanikiem cewek (mediana 18 [0-20] vs O [0-8,5], p=0,001) oraz
obecnoscig arteriolosklerozy (26 pacjentow, 83,9% vs 9 pacjentéw, 42,9%, p=0,002).

Czynno$¢ nerek w okresie okotobiopsyjnym, byla zmienng determinujaca przezycie
nerek (HR 11,8, 95% CI 4,3-32,7, p<0,001). Zaobserwowano rowniez niekorzystny wptyw
rozpoznania wtoérnego FSGS (HR 3.4, 95% CI 1,0-10,9, p=0,042) oraz biatkomoczu dobowego
(UPCR, HR 1,6, 95% CI 1,2-2,0, p<0,001).

Wykazano, ze odsetek sklerotyzacji kiebuszkow > 50% istotnie podnosi ryzyko

wystgpienia niewydolnosci nerek.
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Nie stwierdzono istotnych roéznic pod wzgledem intensywnosci ekspresji PARP-1

i IDO-1 w poszczegolnych kompartmentach bioptatow nerek w grupach z pierwotnym

i wtornym FSGS. Nie stwierdzono rdéznicy pomiedzy nasileniem intensywnos$ci reakcji

immunohistochemicznej dla PARP-1 i IDO-1 a cechami morfologicznymi kiebuszkow

nerkowych, widknieniem migzszu, zanikiem cewek oraz nasileniem zapaleniem cewkowo-

srddmigzszowym o charakterze przewleklym w obrebie §rodmigzszu.

W analizie jednoczynnikowej wykazano potencjalny zwigzek z przezyciem nerek

w przypadku nastgpujacych parametréw histopatologicznych:

— TIN-HR 4,0 (95% CI 2,1-7,6), p=<0,001;

— % wioknienia — HR 2,1 (95% CI 1,4-3,2) / kazde 10%, p<0,001;

— % zaniku cewek — HR 1,6 (95% CI 1,2-2,1) / kazde 10%, p=0,002;

— odsetek nasilonej sklerotyzacji ktgbuszkow (50-100%) — HR 1,54 (95% CI 1,1-2,2) / kazde
20% , p=0,022;

— odsetek kigbuszkow niezmienionych — HR 0,44 (95% CI 0,2-0,9) / kazde 20%, p=0,025;

— atakze w ekspresji PARP-1 (HR 2,2, 95% CI 1,2-4,4, p=0,006) oraz IDO-1 (HR 3,2, 95%

Cl1,4-7,4, p=0,006) w $rédmiagzszowym nacieku zapalnym.

WhioskKi

Na podstawie przeprowadzonych w materiale wltasnym badan sformutowano nastgpujace

whnioski:

1.

IDO-1 i PARP-1 biorg udzial w procesach prowadzacych do progresji do

schytkowej niewydolnos$ci nerek u pacjentow z pierwotnym i wtornym FSGS.

Ekspresja tkankowa IDO-1 i PARP-1 nie jest przydatna w réznicowaniu pierwotnego

i wtornego FSGS.

Zarowno ekspresja IDO-1, jak i PARP-1, oraz poszczegodlne parametry oceny
histopatologicznej bioptatu nerek nie maja zwigzku z nasileniem biatkomoczu

w okresie biopsji.

Stezenie kreatyniny w surowicy krwi w czasie biopsji, nasilenie bialkomoczu,
odsetek kiebuszkow ze sklerotyzacja powyzej 50%, nasilone wldknienia
$rodmigzszu i zanik cewek nerkowych, wystepowanie $rodmigzszowego nacieku

zapalnego, wtorny typ FSGS oraz ekspresja PARP-1 i IDO-1 w nacieku zapalnym
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w $§rodmigzszu majg istotny wpltyw na wystapienie schyltkowej niewydolnosci

w dlugotrwatej obserwacji.

Uposledzona czynno$¢ nerek w czasie biopsji jest zwigzana z wyzszym odsetkiem
klebuszkéw ze sklerotyzacja, odsetkiem powierzchni $rodmigzszu objetej
wildknieniem 1 zanikiem cewek nerkowych oraz obecnoscig zapalenia cewkowo-

srodmigzszowego (TIN) i arteriolosklerozy.
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8  Summary

Introduction

Focal and segmental glomerulosclerosis is a podocytopathy, which is characterized by
focal and segmental sclerosis of the glomerular capillary loops. Depending on the FSGS type,
its clinical course is manifested with proteinuria of various intensity, including nephrotic
syndrome with severe swelling and hypoalbuminemia. Erythrocyturia is also present in 50% of
cases. Accompanying hypertension or impaired glomerular filtration are also sometimes
observed. According to the Kidney Disease: Improving Global Outcomes 2021 nomenclature,

FSGS has been classified into primary, genetic, secondary and for-undetermined-cause forms.

Secondary FSGS is more often recognized than the primary one, and its causes include
adaptation changes related to hyperfiltration of glomeruli or podocyte injury, which result from
drug toxicity, hemophagocytic syndrome or viral infections. Secondary FSGS is rarely

manifested with nephrotic syndrome.

The cause underlying the primary form of FSGS has not been defined yet. It is assumed
that the disease is caused by unidentified soluble factors, which lead to podocyte injury with
obliteration of foot processes and proteinuria. It is known that podocyte related antigens may

play crucial role in initiation and progression of injury.

Better understanding of FSGS pathogenesis and the pathological roles of various

molecules in podocyte injury may lead to implementation of a etiology-focused therapy.
Aims

The goal of the project was to determine clinical factors and histopathological parameters
that are prognostic for clinical course of primary and secondary FSGS. In particular, the aim
was to assess the significance of kidney tissue expression of poly(ADP-ribose) polymerase 1
(PARP-1) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO-1) for prediction of long-term renal function
in FSGS patients and differentiation between primary and secondary type of the disease.
Moreover, the associations between the above molecules’ tissue expression or histopathological

parameters and proteinuria degree or renal function at the time of the biopsy were studied.
Material and methods

The study included the patients of the Department of Nephrology and Transplantation
Medicine of Wroclaw University Hospital, who had a kidney biopsy with a result suggesting

FSGS of primary or secondary cause (52 patients). The immunohistochemical assessment of
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PARP-1 and IDO-1 expression was performed on sections from archival paraffin blocks
containing tissue material from diagnostic percutaneous core needle biopsies of the kidneys.
The results of PARP-1 and IDO-1 expression together with histopatological parameters were
related to demographic and clinical data, including the measures of progression of chronic
kidney disease in the course of FSGS.
Results

The primary and secondary FSGS groups differed statistically significantly in terms of
serum concentrations of the following parameters: albumin (3.1 [2.6-3.4] vs 3.9 [3.4-4.2] g/dI,
p<0.001), total protein (5.5 [4.6-6.0] vs 6.4 [6.08-7.13] g/dl, p<0.001), total cholesterol (289
[244-402] vs 215 [203-252] mg/dl, p=0.002), and 24-hour proteinuria (UPCR, 3.06 [1.23—
4.34] vs 1.4 [0.38-2.02], p=0.008). The patients’ mean creatinine was 1,79 mg/dL. There was
a significant difference between the group of patients with renal impairment at the time of
biopsy period and the group with normal renal function in the percentage of unchanged
glomeruli, which was significantly higher in the group with normal renal function (median 36
[27-51%] vs 17 [0-28%], p<0.001). At the same time, a significantly lower percentage of
glomeruli with complete sclerosis in biopsies from patients with normal renal function was
observed (median 10 [0-18] vs 25 [13-46], p<0.001. Patients with impaired renal function had
a significantly higher percentage of interstitial fibrosis (median 20 [15-20] vs 5 [0-10],
p<0.001) as well as tubular atrophy (median 18 [0-20] vs O [0-8.5], p=0.001) and
arteriolosclerosis (26 patients, 83,9% vs 9 patients, 42,9%, p=0,002).

Renal function at the time of biopsy period was the determinant of renal survival (HR
11.8, 95% CI 4.3-32.7, p<0.001). There was also an adverse effect of diagnosis of secondary
FSGS (HR 3.4, 95% CI 1.0-10.9, p=0.042) and 24-hour proteinuria (UPCR, HR 1.6, 95% CI
1.2-2.0, p<0.001).

It has been shown that the percentage of glomerular sclerosis > 50% significantly

increases the risk of renal failure.

There were no significant differences in the intensity of PARP-1 and IDO-1 expression
in particular compartments of renal biopsies in groups with primary and secondary FSGS. There
was no difference between the intensity of the immunohistochemical reaction for PARP-1 and
IDO-1 and the morphological features of the glomeruli, interstitial fibrosis, tubular atrophy and

the severity of chronic tubulointerstitial inflammation.

Univariate analysis showed a potential association with renal survival for the following

histopathological parameters:
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— TIN-HR 4.0 (95% CI 2.1-7.6), p=<0.001;
— % fibrosis — HR 2.1 (95% CI 1.4-3.2) / every 10%, p<0.001;
— % tubular atrophy — HR 1.6 (95% CI 1.2-2.1) / every 10%, p=0.002;

— percentage of increased glomerular sclerosis (50-100%) — HR 1.54 (95% CI 1.1-2.2) /
every 20%, p=0.022;

— proportion of unchanged glomeruli — HR 0.44 (95% CI1 0.2-0.9) / each 20%, p=0.025;

— and the expression of PARP-1 (HR 2.2, 95% C1 1.2-4.4, p=0.006) and IDO-1 (HR 3.2, 95%
Cl11.4-7.4, p=0.006) in interstitial inflammatory infiltration.

Conclusions

Based on the research conducted in the own material, the following conclusions were

formulated:

1. IDO-1 and PARP-1 are involved in the processes leading to progression to end-

stage renal disease in patients with primary and secondary FSGS.

2. Tissue expression of IDO-1 and PARP-1 is not useful in differentiating between
primary and secondary FSGS.

3. Both the expression of IDO-1 and PARP-1 as well as individual histopathological
parameters of the kidney biopsy are not related to the severity of proteinuria during

the time of biopsy.

4. Serum creatinine concentration at the time of biopsy, increased proteinuria,
percentage of glomeruli with sclerosis above 50%, severe interstitial fibrosis and
tubular atrophy, presence of interstitial inflammatory infiltrates, secondary type of
FSGS, and expression of PARP-1 and IDO-1 in the interstitial inflammatory
infiltrates have a significant impact on the occurrence of end-stage disease in long-

term follow-up.

5. Impaired renal function at the time of biopsy is associated with a higher percentage
of sclerotic glomeruli, percentage of interstitial area and tubular atrophy, and the

presence of tubulointerstitial inflammation (TIN) and arteriolosclerosis.
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