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Streszczenie

Wstep

Nefropatia IgA jest najczes$ciej wystepujacym pierwotnym zapaleniem kiebuszkow
nerkowych na $wiecie i jedng z gléwnych przyczyn schytkowej niewydolnosci nerek
w przebiegu glomerulopatii pierwotnych. Pomimo tagodnego przebiegu choroby schytkowa

niewydolno$¢ nerek jest opisywana po 20 latach u 30-40% chorych.

Podstawg diagnostyki nefropatii IgA jest stwierdzenie w badaniu histopatologicznym
bioptatu nerki obecno$ci zlogéw immunologicznych zawierajagcych IgA w kigbuszkach
nerkowych. Choroba manifestuje si¢ szerokim spektrum obrazow klinicznych: od
bezobjawowego krwinkomoczu do gwaltownie postgpujacego klebuszkowego zapalenia nerek.
U czes$ci chorych z nefropatig IgA w miarg uptywu czasu dochodzi do rozwoju nadci$nienia

tetniczego oraz nasilenia biatkomoczu.

Aktualnie nie sg dostepne nieinwazyjne biomarkery umozliwiajace diagnostyke oraz
ocen¢ aktywnos$ci 1 rokowania u pacjentéw z nefropatiag IgA. Uwaza si¢, ze kluczowa role
w patogenezie nefropatii IgA odgrywa niedogalaktozylowana czasteczka immunoglobuliny
IgA1 (Gd-IgAl), indukujaca powstanie autoprzeciwcial i tworzenie ztogéw immunologicznych
w kigbuszkach nerkowych. Dodatkowo wskazuje si¢ na znaczenie jej oddziatywania z
receptorem CD89, prowadzace do uwalniania rozpuszczalnej formy CD89 (sCD89). Interakcja

pomiedzy sCD89 i tranferyng 1 (CD71) sprawia, ze dochodzi do aktywacji enzymu



transglutaminazy 2 (TG2), a w efekcie pobudzenia komorkach mezangium, pobudzenia reakcji

zapalnej, prowadzacej do uszkodzenia nerek.
Cele

Celem przeprowadzonego badania byla ocena przydatnosci oznaczen ekspresji i/lub
stezenia wybranych biomarkeréw dla diagnostyki i rozpoznania nefropatii I[gA, monitorowania
jej aktywnosci 1 oceny przebiegu przewleklej choroby nerek w grupie chorych leczonych w
jednym osrodku. W badaniu uwzgledniono ocene ekspresji receptora CD89 na neutrofilach
1 monocytach krwi obwodowej, a takze stezenia Gd-IgA1 1 sCD89 w surowicy krwi oraz CD89,
CD71 1 TG2 moczu. Przeanalizowano zaleznosci pomie¢dzy wszystkimi badanymi

biomarkerami oraz zmianami histopatologicznymi stwierdzonymi w bioptatach nerek.
Metody

Do badania zostali wilaczeni pacjenci pozostajacy pod opieka Kliniki Nefrologii
1 Medycyny Transplantacyjnej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu
z potwierdzong histopatologicznie nefropatig IgA oraz zdrowi ochotnicy. Ekspresje receptora
CD89 na neutrofilach i monocytach oznaczono z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;.
Stezenia Gd-IgAl 1 sCD89 w surowicy krwi oraz CD89, CD71 i1 TG2 w moczu oceniono
z wykorzystaniem metody immunoenzymatycznej ELISA. W analizie wynikow uwzglednione
zostaly dane demograficzne oraz kliniczne, w tym wyktadniki postepu przewlekiej choroby

nerek w przebiegu nefropatii IgA, a takze parametry histopatologiczne bioptatow nerek.
Wyniki

W grupie badanej obserwowano istotnie wyzsze stezenie sCD89 (p<0,001) w surowicy
krwi oraz wyzsze stezenia CD89 (p<0,001) 1 CD71 (p=0,014) w moczu w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Nie wykazano istotnych statystycznie roznic w stezeniu Gd-IgA1 w surowicy krwi
oraz TG2 w moczu pomig¢dzy grupami. ROwnocze$nie nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w poziomie ekspresji CD89 na neutrofilach i monocytach krwi obwodowej pomigdzy

grupami.

Obserwowano istotne statystycznie ujemne korelacje pomiedzy stezeniem albumin
a stezeniami CD71 (r=-0,437, p=0,002) oraz TG2 (r=-0,346, p=0,016) w moczu. Réwnoczesnie
stwierdzono istotne statystycznie ujemne korelacje pomigdzy st¢zeniem biatka catkowitego

a stezeniem sCD89 w surowicy krwi (r=-0,378, p=0,010), a takze stezeniami CD89 (r=-0,296,



p=0,046) oraz CD71 (r=-0,353, p=0,016) w moczu. Ponadto wykazano istotne statystycznie
dodatnie korelacje pomigdzy nasileniem biatkomoczu a stezeniami sCD89 (r=0,349, p=0,015),
CD71 (r=0,611, p <0,001) oraz TG2 (r=0,454, p=0,001) w moczu.

Przeprowadzono analiz¢ wpltywu stosowania terapii immunosupresyjnej na badane
biomarkery. Stwierdzono, ze stosowanie glikokortykosteroidoterapii powoduje zmniejszenie
stezenia Gd-IgAl w surowicy krwi (p=0,028) oraz zmniejsza stezenie CD89 w moczu

(p=0,035). Nie zaobserwowano wplywu glikokortykosteroidoterapii na pozostate biomarkery.

W badaniu wykazano zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem cech nieodwracalnych,
tj. segmentalnego twardnienia ktebuszkdéw oraz widknienia zrgbu i1 zaniku cewek nerkowych
a uposledzeniem funkcji filtracyjnej w okresie okotobiopsyjnym. Nie stwierdzono zaleznosci

pomiegdzy stopniem zaawansowania zmian nieodwracalnych a analizowanymi biomarkerami.

Oceniono przebieg kliniczny nefropatii IgA w okresie od wykonania biopsji nerki do
utraty czynnosci nerek lub konca obserwacji w badaniu (od 2 do 154 miesiecy, mediana 44,5
[26-61] miesiecy). Zaobserwowano niekorzystny wplyw obecnosci zmian niecodwracalnych
w badaniu histopatologicznym na cz¢sto$¢ wystepowania pogorszenia funkcji nerek do

warto$ci ponizej 30 ml/min/1,73m?.
Whioski

Na podstawie badan przeprowadzonych w grupie chorych z nefropatig IgA leczonych

w Klinice Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej stwierdzono, ze:

1. Ocena stezenia rozpuszczalnego receptora CD89 (sCD89) w surowicy krwi oraz
w moczu metodg ELISA moze znalez¢ zastosowanie w diagnostyce nefropatii IgA.

2. Do diagnostyki nefropatii IgA moze by¢ réwniez potencjalnie wykorzystana ocena
stezenia tranferyny 1 (CD71, TfR) w moczu metoda ELISA.

3. Nie potwierdzono znaczenia ekspresji receptora CD89 na neutrofilach
1 monocytach oraz stgzen niedogalaktozylowanej immunoglobuliny IgAl
(Gd-IgAl) w surowicy 1 enzymu transglutaminazy 2 (TG2) w moczu dla
rozpoznania nefropatii IgA.

4. Stwierdzone korelacje pomiedzy stezeniem rozpuszczalnego receptora CD89
(sCD89) w surowicy oraz receptora CD89 i CD71 w moczu a st¢zeniem biatka

catkowitego oraz pomigdzy stezeniem receptorow CD89 oraz CD71 w moczu



a nasileniem bialkomoczu pozwalajag na wykorzystanie CD89 i1 CD71 w ocenie
aktywnosci choroby.

5. Stezenie Gd-IgA1 w surowicy oraz CD71 w moczu zalezg od funkgcji filtracyjne;j
nerek.

6. Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy ekspresja i/lub stezeniem badanych
biomarkeréw a zmianami histopatologicznymi w bioptatach nerek.

7. Dodatkowo w przeprowadzonym badaniu potwierdzono, ze zmiany nieodwracalne
stwierdzone w badaniu histopatologicznym bioptatow nerek majg niekorzystny

wptyw na postep przewlektej choroby nerek.

Summary

Introduction

IgA nephropathy is the most common glomerulonephritis worldwide and one of the
leading causes of end-stage renal disease. Due to the course of the disease, end-stage renal

failure is described after 20 years in 30-40% of patients.

The basis for the diagnosis of IgA nephropathy is the histopathological finding of the
presence of immunological deposits of IgA in the renal glomeruli in the kidney biopsy. The
disease manifests itself with a wide spectrum of symptoms: from asymptomatic hematuria to
rapidly progressive glomerulonephritis. Some patients with IgA nephropathy develop

hypertension and increased proteinuria over time.

Currently, non-invasive biomarkers for diagnostic testing, activity assesment and
prognosis in patients with IgA nephropathy are not available. It is believed that the key role in
the pathogenesis of IgA nephropathy is played by the galactose-deficient immunoglobulin IgA 1
(Gd-IgA1l) and its interaction with the CD89 receptor, followed by the membrane shedding of
the soluble form of CD89 (sCD89). The interaction between sCD89 and transferrin 1 (CD71)
causes the activation of the transglutaminase 2 (TG2) enzyme and, as a result, stimulates

mesangial cells, induces the inflammatory reaction leading to renal injury.



Aim

The aim of the study was to assess the usefulness of expression and/or concentration of
selected biomarkers for the diagnosis of IgA nephropathy, monitoring its activity and assessing
the prognosis in a group of patients treated in one center. The study included the assessment of
the expression of the CD89 receptor on peripheral blood neutrophils and monocytes, as well as
the concentration of Gd-IgA1 and sCD89 in the blood serum and CD89, CD71 and TG2 in the
urine. The relationships between all biomarkers, together with histopathological changes found
in the kidney biopsies, and clinical parameters of disease activity and progression were

analyzed.
Methods

The study included patients treated in the Department of Nephrology and
Transplantation Medicine of the University Hospital in Wroctaw with histopathologically
confirmed IgA nephropathy and healthy volunteers. CD89 receptor expression on neutrophils
and monocytes was determined by flow cytometry. Concentrations of Gd-IgA1 and sCD89 in
the blood serum, as well as CD89, CD71 and TG2 in the urine, were assessed using the
immunoenzymatic ELISA method. The analysis of the results included demographic and
clinical data, including indicators of the progression of chronic kidney disease in the course of

IgA nephropathy, as well as histopathological parameters of kidney biopsies.
Results

In the study group, significantly higher concentrations of sCD89 (p <0.001) in the blood
serum and higher concentrations of CD89 (p <0.001) and CD71 (p=0.014) in the urine were
observed compared to the control group. There were no statistically significant differences in
the concentration of Gd-IgA1 in blood serum and TG2 in urine between the groups. At the same
time, there were no statistically significant differences in the level of CD89 expression on

peripheral blood neutrophils and monocytes between the groups.

Statistically significant negative correlations were observed between albumin
concentration and CD71 (r=-0.437, p=0.002) and TG2 (r=-0.346, p=0.016) concentrations in
urine. At the same time, statistically significant negative correlations were found between the
concentration of total protein and the concentration of sCD89 in the blood serum (r=-0.378,

p=0.010), as well as the concentrations of CD89 (r=-0.296, p=0.046) and CD71 (r=-0.353,



p=0.046) =0.016) in urine. In addition, statistically significant positive correlations were found
between the severity of proteinuria and the concentrations of CD89 (r=0.349, p=0.015), CD71
(r=0.611, p<0.001) and TG2 (1=0.454, p=0.001) in the urine.

Analysis of the impact of the use of immunosuppressive therapy on the studied
biomarkers was carried out. It was found that the use of steroid therapy causes a decrease in the
concentration of Gd-IgA1 in the blood serum (p=0.028) and CD8&9 in the urine (p=0.035). No

effect of steroid therapy on other biomarkers was observed.

The study showed a relationship between the occurrence of irreversible features, i.e.
segmental glomerulosclerosis, interstitial fibrosis and renal tubular atrophy, and the impairment
of filtration function in the peribiopsy period. There was no correlation between the degree of

irreversible changes and the analyzed biomarkers.

The clinical course of IgA nephropathy was assessed from renal biopsy to loss of renal
function or end of study follow-up (2 to 154 months, median 44.5 [26-61] months). An
unfavorable effect of the presence of irreversible changes in the histopathological examination

on the incidence of renal function deterioration below 30 ml/min/1.73 m? was observed.
Conclusions

Based on the research conducted in a group of patients with IgA nephropathy treated at
the Department of Nephrology and Transplantation Medicine, it was found that:

1. Evaluation of the soluble CD89 receptor (sCD89) in the blood by ELISA method can be
useful in the diagnosis of IgA nephropathy.

2. Evaluation of transferrin factor 1 (CD71, TfR) in urine by ELISA method can also be
valuable in the diagnosis of IgA nephropathy.

3. The significance of the CD89 receptor expression on neutrophils and monocytes, as well as
serum concentration of galactose-deficient IgA1l (Gd-IgAl) or urine concentration of
transglutaminase 2 (TG2) enzyme, for the diagnosis of IgA nephropathy has not been
confirmed.

4. Correlations found between the concentration of soluble CD89 receptor (sCD89) in serum
and the concentration of CD89 and CD71 receptor in urine and the concentration of total

protein, and between the concentration of CD89 and CD71 receptors in urine and the



severity of proteinuria allow the use of CD89 and CD71 in the assessment of disease
activity.

5. Serum Gd-IgA1 and urine CD71 concentrations depend on the renal filtration function.

6. No relationship was found between the expression and/or concentration of the biomarkers
tested and histopathological changes in kidney biopsies.

7. In addition, the study confirmed that irreversible changes found in the histopathological
examination of kidney biopsies have an adverse effect on the progression of chronic kidney

disease.



