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Wykaz stosowanych skrotow

ACEI — inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin-converting-enzyme inhibitors)
ARB — antagonis$ci receptora angiotensyny Il (ang. angiotensin receptor blockers)

AZA — azatiopryna

BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

CD71, TfR — transferyna 1

CTX - cyklofosfamid

eGFR — wspotczynnik przesaczania kiebuszkowego (ang. estimated glomerular filtration
rate)

Gd-IgA1 — niedogalaktozylowana czasteczka IgAl

GKS - glikokortykosteroidy

HLA — ludzki antygen leukocytarny (ang. human leukocyte antigen)
IgA — immunoglobulina A

IgAN — nefropatia IgA

IgG — immunoglobulina G

IK — inhibitory kalcyneuryny

IL-6 — interleukina 6

IQR — zakres miedzykwartylowy (ang. interquartile range)

KDIGO - Kidney Disease Improving Global Outcomes

MALT - tkanka limfoidalna zwigzana z blong §luzowa (ang. mucosa associated lymphoid
tissue)

MDRD - Modification of Diet in Renal Disease

MMF — mykofenolan mofetilu

RAA — ukfad renina — angiotensyna — aldosteron

RTX — rytuksymab

sCD89 — rozpuszczalny receptor CD89 (ang. soluble CD89)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SGLT-2 — kotransporter sodowo-glukozowy 2 (ang. sodium glucose transporter)
SNN — schytkowa niewydolno$¢ nerek

TG2 — tranglutaminaza 2

TGF B — transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor p)

UPCR — wskaznik biatko kreatynina w moczu (ang. Urine Protein Creatinine Ratio)
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1 Wstep

Nefropatia IgA (IgAN) to jednostka chorobowa opisana po raz pierwszy w roku 1968
przez Bergera 1 Hinglais [1]. Jest najcze$ciej wystepujagcym pierwotnym zapaleniem
ktgbuszkow nerkowych na $wiecie 1 jedng z gtéwnych przyczyn schytkowej niewydolnosci

nerek w przebiegu glomerulopatii pierwotnych [2,3].
1.1 [Epidemiologia

Z uwagi na fakt, ze cz¢$¢ 0sob z tagodnym przebiegiem choroby nie jest poddawana
diagnostycznej biopsji nerki, liczba 0s6b z potwierdzong chorobg jest niedoszacowana [4].
Dane z Japonii, dotyczace wynikow biopsji przeprowadzonych u zywych dawcéw nerek,
u ktorych w 16% stwierdzono mezangialne zlogi IgA sugeruja, ze czgstos¢ subklinicznej IgAN

moze by¢ wyzsza niz dotychczas podejrzewano [5].

Istnieje duze zrdéznicowanie geograficzne dotyczace wystgpowania choroby [6].
Jednostka ta jest czesto rozpoznawana wsrdd populacji azjatyckich oraz kaukaskich, natomiast
rzadziej stwierdza si¢ ja u mieszkancoéw Afryki [4,7]. Obserwuje si¢ takze rézny rozklad pici
w zalezno$ci od regionu geograficznego wystgpowania choroby: przewaga megzczyzn jest
wyraznie widoczna w Ameryce Potnocnej, gdzie stosunek mezczyzn do kobiet wynosi 2 —3 :1
oraz Europie (M:K — 1,5:1), podczas gdy w Azji IgAN wystegpuje z taka sama czgstotliwoscia

u obu ptci [7,8]. Choroba najczgéciej rozpoznawana jest u osob w wieku 20-40 lat [9].

1.2 Przyczyny choroby

Nefropatia IgA nie jest uwazana za chorobe wystepujaca rodzinnie. Jedynie okoto
5-8% pacjentow ma krewnego pierwszego lub drugiego stopnia z potwierdzong biopsyjnie
nefropatig IgA lub nieprawidlowosciami stwierdzanymi w badaniu moczu [8]. Istnieja jednak
badania sugerujace, ze pewne uwarunkowania genetyczne mogg predysponowac¢ do
wystgpienia choroby [10]. Wsrdéd gendw, ktorych warianty moga mie¢ zwigzek ze
zwigkszonym ryzykiem wystgpowania nefropatii IgA naleza: antygeny zgodnosci tkankowe;j
(m.in.: HLA-DRB1, HLA-DQBI1, HLA-DQAI), geny zwiazane z O-glikozylacja (C1GALTI,
CIGALTICI), wchodzace w sktad uktadu dopehniacza i inne geny wrodzonej odpowiedzi

immunologicznej [10-13].



Wskazuje si¢ réwniez na znaczenie narazenia na alergeny pokarmowe i patogeny

gornych drog oddechowych w rozwoju nefropatii IgA [13,14].

Nefropatia [gA moze rowniez wystepowac jako posta¢ wtdrna. Do chordb, ktérym moga
towarzyszy¢ depozyty IgA w klebuszkach naleza m.in.: alkoholowa marsko§¢ watroby,
celiakia, wrzodziejgce zapalenie jelita grubego, choroba Lesniowskiego-Crohna, tuszczyca,
opryszczkowe zapalenie skory, przewlekte wirusowe zapalenie watroby typu B, sarkoidoza,
toczen uktadowy, zespot Goodpasteura, reumatoidalne zapalenie stawow, cukrzyca, sarkoidoza,
zespoOt Sjogrena, nowotwory (pluc, krtani, trzustki) i inne [15]. Nalezy jednak pamigtaé, ze
stwierdzenie  depozytow w  klgbuszkach  nerkowych nie jest jednoznaczne

z rozpoznaniem choroby [5].

1.3 Patogeneza

Aktualnie uwaza sie, ze kluczowa role w patogenezie IgAN odgrywa
niedogalaktozylowana czasteczka IgAl (Gd-IgAl). W badaniach obserwowano wyzsze
stezenie Gd-IgA1 u pacjentdow z nefropatig IgA w poréwnaniu z grupg kontrolng [16,17] oraz

jego zwiazek z uposledzeniem funkcji filtracyjnej i krotszym przezyciem nerek [18].

Wysokie poziomy Gd-IgA1 obserwowano réwniez u zdrowych krewnych pacjentow
z IgAN, co sugeruje, ze istniejg dodatkowe czynniki biorace udziat w rozwoju choroby [19].
Ludzka immunoglobulina A sktada si¢ z dwoch podklas: IgA1 1 IgA2, ktdre moga wystgpowac
w postaci monomerow i polimerow [20,21]. Region zawiasowy czasteczki IgA u zdrowych
0sOb zbudowany jest z krotkich O-potaczonych tancuchéw oligosacharydowych sktadajacych
si¢ z N-acetylogalaktozaminy sprzezonej z galaktozg wigzaniami -1,3 1 kwasem sialowym
przytaczonym do jednego lub obu cukréw. U pacjentow z IgAN zachodzi wadliwy proces
galaktozylacji, prowadzacy do syntezy nieprawidtowej IgA 1. Nieprawidlowe czasteczki IgA1l
s rozpoznawane przez naturalnie wystepujgce autoprzeciwciata, gtownie izotyp IgG lub
znacznie rzadziej IgA. Przeciwciata sg specyficzne dla N-acetylogalaktozaminy regionu
zawiasowego Gd-IgAl, a to prowadzi do tworzenia komplekséw immunologicznych i ich
odktadania si¢ w ktebuszkach nerkowych. Akumulacja komplekséw doprowadza do aktywacji
komorek mezangialnych, uwalniania mediatorow zapalnych oraz aktywacji dopetniacza
1 uszkadzania kigbuszkow nerkowych. Nefropatia IgA uwazana jest za chorobe

autoimmunologiczng z wieloetapowym procesem patogennym. W literaturze opisywana jest



hipoteza ,,multi-hit”, ktéora wyjasnia patofizjologi¢ tej jednostki chorobowej zaktadajac

wystepowanie czterech etapow prowadzacych do jej rozwoju [22,23]:

— podwyzszone poziomy Gd-IgA1 w surowicy,

— rozpoznawanie Gd-IgA1 przez specyficzne przeciwciata w klasie IgA/IgG,

— powstawanie kompleksow immunologicznych IgA1-IgG i1 IgA1-IgA oraz ich odkladanie
si¢ w nerkach,

— aktywacja komorek mezangialnych, uwalnianie mediatorow zapalnych i witdknienie,

aktywacja dopelniacza i uszkodzenie ktebuszkéw nerkowych.

Istotne zagadnienie w kontekscie patofizjologii nefropatii IgA dotyczy receptoréw dla
immunoglobuliny IgA. Jednym z nich jest FcaRI/CD89. Jest to glikoproteina typu I, zwigzana
z blong komorkowa, wystepujaca gltownie na komoérkach krwi obwodowe;j:
monocytach/makrofagach, neutrofilach, komorkach Kupffera, komoérkach dendrytycznych
i eozynofilach. Receptor ten wigze si¢ wytacznie z immunoglobuling IgA: zaréwno IgAl, jak
11gA2, z podobnym powinowactwem [24,25]. Krazace polimery Gd-IgA 1 indukujg uwalnianie
zewnatrzkomorkowego fragmentu receptora CD89 w formie rozpuszczalnej (sCD89) do
osocza [26]. W surowicach pacjentow z IgAN sCD89 wiagze si¢ z Gd-IgAl w krazacych
rozpuszczalnych kompleksach sCD89-Gd-IgAl [26,27]. Odkladanie si¢ tych kompleksow
w mezangium stymuluje naciekanie makrofagdéw, ekspansj¢ macierzy i reakcje zapalng
w klebuszkach nerkowych 1 $rédmigzszu, co klinicznie objawia si¢ wystepowaniem
krwiomoczu 1 biatkomoczu [28]. FcaRI/CD89 nie ulega ekspresji na komodrkach
mezangialnych oraz nie bierze udzialu w wigzaniu si¢ komplekséw immunologicznych do

komorek mezangium w nerkach [29].

Transferyna 1 (CD71, TfR) — kolejny receptor bioragcy udziat w patogenezie nefropatii
IgA zlokalizowany na komorkach mezangium wiaze wylacznie czasteczke IgAl, bez IgA2.
W proliferujagcych komorkach mezangialnych odnotowano nadekspresj¢ receptora CD71,
ktory wychwytuje krazace kompleksy immunologiczne sCD89-Gd-1gA1 [24,27,30]. Interakcja
pomiedzy sCD89 1 CD71 sprawia, ze aktywuje si¢ enzym transglutaminaza 2 (TG2). Dochodzi
do pobudzenia komérek mezangium i produkcji cytokin zapalnych, a w efekcie do uszkodzenia

nerek [24,31].

Mechanizmem uczestniczagcym w patogenezie IgAN jest aktywacja uktadu dopetniacza

[32]. Immunoglobulina A jest zdolna do aktywacji alternatywnej oraz lektynowej drogi



dopeliacza. W mezangialnych immunodepozytach znajdowane sg sktadowe: properdyna,
czynnik H, lektyna wigzaca mannoze, proteazy serynowe 1 i 2 zwigzane z lektyng wigzaca
mannoz¢ oraz C4d [33]. Zlogi sktadowej C3 sa obecne w ponad 90% biopsji nerek
z rozpoznaniem nefropatii IgA [9]. Dopetniacz jest aktywowany obecnoscia kompleksow
immunologicznych zawierajacych IgAl bezposrednio w krazeniu i/lub po ich osadzeniu
w mezangium [33]. Kazda z dr6g aktywacji dopetniacza konczy si¢ aktywacja konwertazy C3,
ktéra razem z innymi sktadnikami dopetniacza powoduje powstanie kompleksu atakujacego
btong (C5b-9). Ilos¢ C5b-9 zwykle nie jest wystarczajaca do wywotania lizy komorek
jadrzastych. Jednak sublityczne ilosci C5b-9 moga prowadzi¢ do uwalniania przez podocyty
mediatorow zapalnych i1 sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej, powodujac dysfunkcje
btony podstawnej klebuszkéw nerkowych, prowadzac do ich bliznowacenia oraz apoptozy
podocytow [34]. W badaniu mezangioproliferacyjnego zapalenia nerek przeprowadzonym na
szczurach wykazano, ze komorki mezangium takze podlegaja dziataniu C5b-9, co przejawia
si¢ synteza fibronektyny, TGFp, IL-6 lub apoptoza komoérkowa [35,36]. Kisara i wsp. badajac
aktywacje dopetniacza u pacjentdow z IgAN zaobserwowali u nich wyzsze stezenia C5b-9
w moczu oraz ich dodatnig korelacje¢ ze stezeniem kreatyniny w surowicy, biatkomoczem,
a takze globalnym twardnieniem klebuszkéw oraz wtdknieniem $rodmigzszowym w badaniu

histopatologicznym [37].

Uwaza si¢ rowniez, ze w patogenezie IgAN uczestniczy tzw. odpornos¢ sluzéwkowa.
Istnieje hipoteza wskazujaca zwigzek osi jelito — nerki w patogenezie nefropatii IgA.
Mikroflora jelitowa jest zroznicowana w zalezno$ci od stosowanej diety oraz czynnikow
srodowiskowych 1 moze wptywac na aktywnos¢ MALT (ang. mucosa associated lymphoid
tissue) 1 powstawanie choréb zapalnych jelit oraz innych chordb autoimmunologicznych.
Zaburzona tolerancja immunologiczna oraz nieprawidtowa odpowiedz na mikroflore jelit
1 niektore antygeny pokarmowe skutkuja zmianami przepuszczalno$ci bariery jelitowej oraz
aktywacja MALT prowadzac do zapalenia jelit. W efekcie w jelitach dochodzi do produkcji
Gd-IgAl, ktora nastepnie przedostaje si¢ do krazenia [20,38,39].

1.4 Obraz kliniczny

W nefropatii IgA obserwowany jest szerokie spektrum obrazéw klinicznych: od
bezobjawowego krwinkomoczu do gwattownie postepujacego kiebuszkowego zapalenia nerek.
Pacjenci z bezobjawowym krwiomoczem z towarzyszacym biatkomoczem ponizej 0,5 g/dobe

czesto identyfikowani sg przypadkowo w programie badan przesiewowych, prowadzonych



przez szkolty czy programy ubezpieczeniowe w niektorych krajach. Wystepowanie
izolowanego krwinkomoczu u chorych, u ktoérych obserwuje si¢ prawidtowa funkcja filtracyjna
nerek bez wspotistniejacego biatkomoczu lub z minimalng proteinuria, szczegdlnie w populacji
kaukaskiej, wigze si¢ z korzystnym rokowaniem [40]. U cze$ci chorych z nefropatia IgA
w miar¢ uplywu czasu dochodzi do rozwoju nadci$nienia tetniczego oraz nasilenia
biatkomoczu, co wigze si¢ z konieczno$cig dtugotrwatego monitorowanie tych pacjentow

[41,42].

Ocenia si¢, ze 10-letnie przezycie nerek w nefropatii IgA wynosi 80%-85% [43].
Oprdcz zmian wystepujacych w badaniu histopatologicznym bioptatu nerki, czynnikami ztego
rokowania w nefropatii IgA sa takze: nadci$nienie t¢tnicze, biatkomocz i obnizony eGFR
w chwili rozpoznania [43,44]. Czynnikiem rokowniczym jest rOwniez przynalezno$¢ etniczna
[45]. Rzadsza manifestacja choroby jest makroskopowy krwiomocz, towarzyszacy infekcji
gornych drog oddechowych, ktory czesto wystepuje jako pierwszy objaw choroby. Jest to
symptom niepokojacy dla pacjentow, sklaniajacy do konsultacji lekarskiej. Fenotyp ten
wystepuje u okoto 10-15% badanych, najczgsciej ponizej 40 roku zycia [46]. Nawracajacy
makroskopowy krwiomocz wigze si¢ z korzystnym rokowaniem, jednak u czgsci chorych
w pozniejszym okresie dochodzi do rozwoju biatkomoczu i progresji przewlektej choroby
nerek [47]. U pacjentéw z nefropatig IgA wystepowanie zespolu nerczycowego jest rzadkie.
Jezeli jest obecny, w badaniu histopatologicznym stwierdza si¢ czgsto zmiany takie jak:
zwiekszenie komodrkowosci wewnatrzkapilarnej, ogniskowe twardnienie kiebuszkow
1 tworzenie si¢ poOtksiezycow, natomiast rzadko zmiany o charakterze tagodnej choroby
mezangialnej [48]. U 5% pacjentdow z zespotem nerczycowym w badaniu histopatologicznym
obecne sg tagodne zmiany mezangialne typowe dla IgAN oraz rozlane stopienie wypustek
stopowatych  podocytéw, charakterystyczne dla choroby zmian minimalnych.
Nierozstrzygnigtym pozostaje czy obraz ten jest wariantem nefropatii IgA, czy sa to
przypadkowe ztogi immunoglobuliny A u pacjentéw z submikroskopowym kigbuszkowym
zapaleniem nerek [49]. W jednym z badan w poroéwnaniu z pacjentami z IgAN, chorzy
z wspolistniejacg chorobg zmian minimalnych byli mtodsi 1 charakteryzowali si¢ wigkszym
biatkomoczem oraz lepsza funkcja filtracyjng nerek, a takze tagodniejszymi zmianami
w badaniu histopatologicznym wycinka nerki oraz lepszym rokowaniem [50]. U pacjentow
tych czynnos¢ nerek jest zwykle zachowana 1 wystepuje zespol nerczycowy z towarzyszacymi
obrzekami. W badaniach laboratoryjnych obserwowana jest dyslipidemia 1 hipoalbuminemia.

Charakterystyczna jest takze dobra odpowiedz na leczenie glikokortykosteroidami oraz
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rokowanie jak w chorobie zmian minimalnych [50]. Nefropatia IgA z gwattownie postepujaca
przewlekta chorobg nerek wystepuje rzadko i najczegsciej wigze si¢ z obecnoscig potksiezycow

w >50% kigbuszkéw w badaniu histopatologicznym nerki [51].

1.5 Diagnostyka i rozpoznanie choroby

Podstawa diagnostyki nefropatii IgA jest badanie histopatologiczne materialu
pobranego podczas biopsji nerki. Do postawienia rozpoznania niezbedna jest obecnos$c
w materiale histopatologicznym ztogdéw immunologicznych zawierajacych IgA w kigbuszkach,
wykazanych w badaniu immunohistochemicznym lub immunofluoresencyjnym. Biopsje
z rozpoznang nefropatia IgA moga prezentowaé szerokie spektrum obrazéow
histopatologicznych, majace odzwierciedlenie w klinicznym zréznicowaniu nefropatii IgA, od
niemal prawidtowych obrazow histopatologicznych do bardzo zaawansowanych zmian takich
jak: twardnienie kigbuszkéw nerkowych i atrofia kanalikow nerkowych. Wiele zmian
histologicznych ma warto§¢ prognostyczng. Zanik kanalikow, widknienie $rédmigzszowe
1 twardnienie klebuszkéw nerkowych odzwierciedlajg zaawansowane stadium choroby i sg
najsilniejszymi histopatologicznymi predyktorami ztego rokowania. W badaniach, w ktérych
porownywano szybkos$¢ progresji przewlektej choroby nerek, a takze odpowiedz na leczenie
immunosupresyjne, najwicksza warto$¢ predykcyjna okazywaty si¢ mie¢ aktywne zmiany
ktebuszkowe, takie jak: rozplem mezangialny oraz wewnatrzwlosniczkowe lub
zewnatrzwlos$niczkowe zwigkszenie komorkowosci [52]. W 2004 r. powstala miedzynarodowa
grupa badawcza, ktorej celem byto wypracowanie opartego na dowodach konsensusu
kliniczno-patologicznego klasyfikacji nefropatii IgA. Celem dziatalnoSci grupy byto
zidentyfikowanie cech histopatologicznych, ktére mogltyby doktadniej ocenia¢ ryzyko
progresji w IgAN, w tym cech przewidujacych reakcje na leczenie immunosupresyjne lub inne
terapie. W trakcie pracy dokonano analizy retrospektywnej danych klinicznych, uzyskanych
od 265 dorostych oraz dzieci z rozpoznang nefropatig IgA, u ktérych mediana czasu obserwacji
wynosila 5 lat. Biopsje nerek wszystkich pacjentow byly oceniane przez patologéw nie
zapoznanych z danymi klinicznymi pacjentow. Zidentyfikowano 4 zmienne patologiczne o

wysokiej wartosci prognostycznej, niezaleznie od danych klinicznych. Naleza do nich:

— zwigkszenie komorkowos$ci mezangium,
— zwiegkszenie komorkowosci wewnatrzwlo$niczkowej,
— segmentalne twardnienie ktgbuszkéw nerkowych,

— atrofia kanalikéw/ wtdknienie zrebu.
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Warto$¢ obecnosci potksiezycoOw nie zostala uwzgledniona w powyzszym badaniu

z powodu ich niskiej czestosci wystepowania w badanej kohorcie [53].

W 2014 roku opublikowano wyniki wieloosrodkowego badania VALIGA [54],
walidujacego klasyfikacje¢ oksfordzka w kohorcie europejskiej. Badanie to uwzgledniato dane
kliniczne pacjentdéw w potaczeniu z cechami histopatologicznymi oraz brato pod uwage wptyw
leczenia na rokowanie. W badaniu VALIGA wzi¢to udziat 1147 pacjentéw z catym spektrum
nefropatii IgA z 13 krajow europejskich. Mediana czasu obserwacji wynosita 4,7 roku. Wsréd
badanych chorych 86% otrzymalo w leczeniu blokery ukladu RAA, a 42%
glikokortykosteroidy/leki immunosupresyjne. Wykazano, ze cechy M, S 1 T niezaleznie
przewidywaly utrate funkcji filtracyjnej 1 krétsze przezycie nerek. U osob z eGFR <30
ml/min/1,73m?, zmiany M i T niezaleznie przewidzialy gorsze przezycie nerek. W grupie
pacjentow z biatkomoczem ponizej 0,5 g/dobe, cechy M i E byly zwigzane ze wzrostem
biatkomoczu >1 g/dobe. Zestawienie cech M, S 1 T wraz z danymi klinicznymi pacjentow
istotnie poprawity zdolno$¢ przewidywania progresji przewleklej choroby nerek u pacjentow,

ktérzy nie otrzymali leczenia immunosupresyjnego.

Tabela 1. Nefropatia IgA — zmodyfikowana Klasyfikacja Oksfordzka, skala
MEST-C (2016 .) [55].

Cecha  Parametr histopatologiczny Natezenie zmian Skala

) ) ) ) <50% kigbuszkow MO

M Zwigkszenie komorkowosci mezangium
>50% ktebuszkow M1
E Zwigkszenie komorkowosci Nieobecne EO
wewnatrzwtosniczkowe;j Obecne E1l
o Nieobecne S0

S Segmentalne twardnienie kiebuszkoéw

Obecne S1
0-25% kory nerki TO
T | Atrofia kanalikow/ wtdknienie zrgbu 25-50% kory nerki T1
>50% kory nerki T2
Nieobecne Co
C  Obecno$¢ potksiezycow obecne w <25% klebuszkow Cl
obecne w >25% kiebuszkow C2
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W 2016 roku zaktualizowano oksfordzka klasyfikacj¢ nefropatii IgA o obecno$¢
potksiezycoéw. Przeanalizowano dane 3096 pacjentow, pochodzacych z 4 retrospektywnych
badan: VALIGA [54], Oxford [53,56] oraz dwoch badan azjatyckich [57,58]. Ustalono, ze
obecno$¢ potksiezycoOw komorkowych i widknisto-komorkowych ma zwiazek z szybkos$cia
utraty funkcji filtracyjnej nerek. Tym samym skala MEST zostata zaktualizowana o ceche C —
obecnos¢ potksiezycow, gdzie: CO oznacza brak potksiezycow, C1 — poétksiezyce obecne
w <25% kiebuszkow oraz C2 — potksiezyce obecne w >25% klebuszkow [55]. Zaktualizowana
Klasyfikacje Oksfordzka przedstawia Tabela 1.

1.6 Leczenie nefropatii IgA

1.6.1 Leczenie wspomagajace

1.6.1.1 Kontrola ci$nienia tetniczego

Cisnienie krwi w nefropatii IgA wzrasta juz we wczesnych etapach choroby
w zwiazku ze znaczng aktywacja ukladu renina-angiotensyna-aldosteron (RAA) [59]. Lekami
pierwszego rzutu w leczeniu hipotensyjnym sg leki z grupy ACEI 1 ARB. Inne grupy lekow,
ktére moga by¢ wykorzystane w terapii to m.in.: niedihydropirydynowe blokery kanatlu
wapniowego (werapamil, diltiazem), antagonis$ci aldosteronu, beta-adrenolityki [60]. Nie
zaleca si¢ stosowania dihydropirydonowych blokeréw kanalu wapniowego, z uwagi na ich
dziatanie rozszerzajace naczynia przedkigbuszkowe, co moze zwigksza¢ cis$nienie krwi

w klebuszkach nerkowych [61].

1.6.1.2 Inhibitory konwertazy angiotensyny (ACEI) oraz antagoni$ci receptora angiotensyny
(ARB)

Blokade uktadu RAA powoduja leki z grupy ACEI i ARB, ktére powinny by¢
stosowane jako leki hipotensyjne pierwszego rzutu u wszystkich chorych z nefropatig IgA.
Leki te powinny by¢ wlaczane u chorych z biatkomoczem powyzej 0,5 g/dobg, niezaleznie od
tego czy wystepuje u nich nadci$nienie tetnicze (rekomendacja KDIGO 1B) [62]. Wykazano,
ze pacjenci z nefropatig IgA, leczeni ACEI lub ARB w celu kontroli ci$nienia tetniczego, mieli
lepiej zachowang czynnos$¢ nerek niz pacjenci stosujacy leki z innych grup [63]. ACEI nalezy
stosowa¢ w maksymalnej tolerowanej dawce w celu redukcji biatkomoczu. W badaniu
STOP-IgAN, w ktorym zastosowano ACEI/ARB w potaczeniu z innymi metodami leczenia

wspomagajacego, uznano je za rownie skuteczne jak terapia skojarzona lekami
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immunosupresyjnymi w zapobieganiu progresji przewlektej choroby nerek [64]. Podwdjna
blokada RAA budzi kontrowersje. Wykazano, ze skutkuje ona wigeksza redukcja biatkomoczu
w poréwnaniu do monoterapii, jednak kosztem czgstszych zdarzen niepozadanych, bez

wyraznych dowodéw na dhugotrwalg poprawe funkcji nerek [65,66].

1.6.1.3 Flozyny

Inhibitory kotransportera sodowo-glukozowego to grupa lekow, ktore blokuja
w kanalikach nerkowych transporter sodu i glukozy (SGLT2), odpowiedzialny za wchtanianie
zwrotne glukozy, zwigkszajac jej wydalanie z moczem. Poczatkowo opracowane zostaty jako
lek przeciwcukrzycowy, wkrotce staly si¢ przedmiotem zainteresowania nefrologdw przez
swoje dziatanie nefro- oraz kardioprotekcyjne [67]. Dla dapagliflozyny, jednego z inhibitorow
SGLT2, wykazano dziatanie nefroprotekcyjne u pacjentdow z cukrzyca i bez cukrzycy.
Dapagliflozyna zostata zatwierdzona do leczenia przewlektej choroby nerek. W badaniu fazy
IIT DAPA-CKD stwierdzono, ze jej zastosowanie powoduje zmniejszenie o 39% ryzyka
wystapienia przewlektej choroby nerek i zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych lub
nerkowych u pacjentow z przewlekta chorobg nerek. Dapagliflozyna dodana do standardowego
leczenia prowadzita do zmniejszenia czestosci wystepowania zlozonego nerkowego punktu
koncowego lub ryzyka zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych lub nerkowych o 39%
w poréwnaniu z placebo u pacjentow z przewlekla choroba nerek w stopniu 2-4 i ze
zwiekszonym wydalaniem albumin [68]. W badaniu DAPA-CKD wzigli takze udziat pacjenci
z nefropatig IgA. Sposrod 270 uczestnikow z nefropatig IgA, 137 losowo przydzielono do
grupy otrzymujacej dapagliflozyne, a 133 do grupy otrzymujacej placebo. Mediana czasu
obserwacji wynosita 2,1 roku. W badaniu udowodniono, ze dapagliflozyna zmniejszala
stosunek albuminy do kreatyniny w moczu o 26% w poréwnaniu z placebo. Zdarzenia
niepozadane prowadzace do odstawienia badanego leku byly podobne w obu grupach, co

potwierdzito korzystny profil bezpieczenstwa leku [69].

1.6.1.4 Prozdrowotny tryb zycia

Udowodniono, ze stosowanie diety niskosodowej jest korzystne w nefropatii IgA.
Wplywa ona na prawidlowg kontrole ci$nienia krwi, co zapobiega uszkodzeniu kiebuszkow
nerkowych. Jedno z badan wykazato takze, Zze dieta niskosodowa ma wplyw na zmniejszenie
biatkomoczu nawet przy prawidlowym ci$nieniu krwi [70]. W badaniach na szczurach
wykazano, ze dzialanie nefroprotekcyjne lekow z grupy ACEI/ARB nie jest skuteczne przy

stosowaniu diety bogatej w sod [71]. Dodatkowymi elementami leczenia wspomagajacego sa:
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aktywnos$¢ fizyczna oraz unikanie stosowania w leczeniu przeciwbdlowym niesteroidowych
lekoéw przeciwzapalnych [60]. Istniejg rowniez badania, ktore wskazuja, ze palenie papieroséw
moze by¢ niezaleznym i/lub zaleznym od dawki czynnikiem ryzyka post¢pujacej utraty funkcji
nerek [72].

Udowodniono takze, ze bardzo wysoki, a takze bardzo niski wskaznik masy ciata (body
mass index, BMI), koreluje ze zwigkszong chorobowos$cig oraz $miertelnoscig w przewleklej
chorobie nerek [73]. W jednym z badan wykazano zwigzek migdzy niskim BMI (<18,5 kg/m?)
a prawdopodobienstwem wystgpienia schytkowej niewydolno$ci nerek (SNN) w nefropatii
IgA [74]. Udowodniono takze, ze pacjenci z podwyzszonym BMI (>23 kg/m?) mieli nizsze
wskazniki remisji biatkomoczu po leczeniu [75]. Uwaza sig¢, ze otyto$¢ zwigksza biatkomocz
poprzez wywotywanie ultrastrukturalnych zmian w blonie podstawnej ktebuszkéw nerkowych
[76]. Redukcja masy ciala w polaczeniu maksymalng blokada RAA, kontrolg nadcis$nienia

1 ograniczeniem sodu w diecie jest korzystna dla pacjentow z rozpoznang nefropatia IgA [77].

1.6.2 Leczenie immunosupresyjne

Wiele lekow immunosupresyjnych zostato przebadanych pod wzgledem skutecznosci
u pacjentéw z nefropatiag IgA. Naleza do nich m.in.: glikokortykosteroidy, cyklofosfamid,
azatiopryna, mykofenolan mofetilu. Wytyczne na temat leczenia immunosupresyjnego sa
jednak oparte na matej liczbie badan i nadal brakuje jednoznacznych standardéw postepowania

[78-80].

1.6.2.1 Glikokortykosteroidy

Znaczenie glikokortykosteroidow w leczeniu nefropatii IgA pozostaje tematem
dyskusji. Wytyczne KDIGO [62] zalecaja stosowanie glikokortykosteroidow ogolnoustrojowo
u chorych z biatkomoczem przekraczajacym 1 g/dobe oraz eGFR >50 ml/min/1,73m? pomimo
stosowania leczenia wspomagajacego. Najpowszechniej stosowany jest schemat Pozziego
obejmujacy podanie metyloprednizolonu 0,5-1,0 g i.v. przez 3 dni w pierwszym, trzecim
1 pigtym miesigcu oraz prednizonu doustnie 0,5 mg/kg co drugi dzien przez 6 miesigcy [81—

83].

W  badaniu retrospektywnym VALIGA wykazano korzySci ze stosowania
glikokortykosteroidéw u pacjentéw z biatkomoczem >1 g/dobe i eGFR <50 ml/min/1,73m?.

Najlepsze efekty leczenia glikokortykosteroidami uzyskano u chorych z biatkomoczem
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>3 g/dobg. Nie zebrano jednak danych dotyczacych bezpieczenstwa terapii i wystgpowania

dziatan niepozadanych [54].

W badaniu STOP-IgAN, pacjenci poczatkowo otrzymywali terapi¢ wspomagajaca
przez okres 6 miesigcy, nastepnie chorzy z eGFR >60 ml/min/1,73m? byli leczenie
glikokortykosteroidami w monoterapii przez 6 miesiecy. Z kolei osoby z eGFR
39-50 ml/min/1,73m? otrzymali cyklofosfamid przez 3 miesiace, a nastepnie azatiopryne
i glikokortykosteroidy podawane doustnie. Chorych obserwowano przez okres 3 lat [64].
Wykazano, ze leczenie immunosupresyjne dodane do leczenia wspomagajacego nie przyniosto
jednoznacznych korzysci. W grupie pacjentdw z wyjsciowym eGFR >60 ml/min/1,73m?
wykazano wicksze szanse na osiggnigcie pelnej remisji klinicznej w monoterapii
glikokortykosteroidami, niz w przypadku leczenia wspomagajacego, podczas gdy pacjenci
z wyjéciowym eGFR 30-59 ml/min/1,73 m? leczeni immunosupresyjnie terapig skojarzong
mieli podobne wskazniki remisji klinicznej jak przy leczeniu wspomagajacym. Wskazniki
utraty funkcji nerek (eGFR) nie rdznily si¢ migdzy schematami leczenia. Nalezy wzig¢ pod
uwagg fakt, ze u chorych leczonych glikokortykosteroidami lub terapig skojarzong czgséciej niz
w przypadku leczenia wspomagajacego wystepowaty dziatania niepozadane takie jak: ciezkie
infekcje, uposledzona tolerancja glukozy i/lub przyrost masy ciata. Indywidualizujac schemat
leczenia trzeba wigc dazy¢ do zachowania rownowagi pomigdzy potencjalnymi korzy$ciami

a ryzykiem wystgpienia efektow ubocznych terapii glikokortykosteroidami [84,85].

Kolejnym badaniem dotyczacym immunosupresji w nefropatii IgA bylo badanie
TESTING, w ktorym pacjenci otrzymywali leki z grupy ACEI przez co najmniej 3 miesiace,
a nastepnie podzielono ich na dwie grupy: jedna otrzymywala placebo, a druga
metyloprednisolon doustnie w duzej dawce (0,6-0,8 mg/kg/dobe; maksymalnie 48 mg/dobg)
ze stopniowg redukcja dawki przez 6-8 miesiecy. Wyjsciowo $redni biatkomocz u chorych
wynosit 2,4 g/dobe, a eGFR 60 ml/min/1,73m? Badanie przerwano z uwagi na powazne
zdarzenia niepozadane, ktére wystapity u 14,7% pacjentow w grupie otrzymujacej
metyloprednizolon w porownaniu z 3,2% w grupie placebo (powazne infekcje, w tym dwa
zgony). Wyniki uzyskane do momentu zakonczenia wskazywaly na wieksza skutecznos¢

glikokortykosteroidéw w poréwnaniu z ACEI/ARB [86].

1.6.2.2 Cyklofosfamid (CTX)

Cyklofosfamid nie jest powszechnie stosowany w leczeniu IgAN u pacjentow

z przewleklym, powolnym przebiegiem klinicznym. Wskazany jest w grupie pacjentow
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z ryzykiem szybkiej progresji choroby nerek — gwattownie postepujacym kiebuszkowym

zapaleniem nerek z obecnos$cig potksiezycow [60].

1.6.2.3 Azatiopryna (AZA)

Nie udowodniono zadnych korzysci u pacjentow otrzymujacych dodatkowe leczenie
azatiopryng w poréwnaniu z pacjentami otrzymujacymi glikokortykosteroidy w monoterapii,

podczas gdy czestotliwos¢ zdarzen niepozadanych byta istotnie wyzsza [87].

1.6.2.4 Mykofenolan mofetilu (MMF)

Mykofenolan mofetilu byt badany u pacjentéw z nefropatig IgA w réznych populacjach.
Badania te przyniosty zroznicowane wyniki, r6znig si¢ one takze znacznie jako$cig, doborem

pacjentow i czasem trwania leczenia.

Badania przeprowadzone na pacjentach populacji azjatyckiej wykazaty korzystny wptyw
MMF u pacjentéw z nefropatig IgA. Pierwsze badanie chinskie obejmowato 62 pacjentow
z IV 1 V stopniem zaawansowania zmian histopatologicznych wg skali Lee-Haasa
1 biatkomoczem >2 g/dobg. Pacjenci, ktorzy otrzymali MMF wykazywali popraw¢ w zakresie
biatkomoczu i stezenia lipidow w surowicy w pordwnaniu z tymi, ktoérzy otrzymali prednizon.
Ponadto leczenie MMF wigzato si¢ zmniejsza ilo$cig dziatan niepozadanych oraz lepsza
tolerancja [88]. Badanie z Hongkongu obejmowato 40 pacjentdow z utrzymujacym si¢
biatkomoczem >1 g/dobe 1 tagodnymi zmianami histopatologicznymi pomimo stosowania
leczenia ACEI/ARB. U chorych poddanych leczeniu mykofenolanem mofetylu przez 6
miesiecy doszio do istotnego zmniejszenia biatkomoczu 1 poprawy przezywalnosci nerek

w 6-letniej obserwacji w poréwnaniu z zastosowaniem samego blokera RAA [89].

Przeprowadzono takze badania w populacji kaukaskiej. Do jednego z nich wtaczono 34
pacjentéw z zaburzeniami czynnosci nerek (eGFR 20 — 70 ml/min/1,73m?), biatkomoczem
dobowym >1 g/dobe, niekorzystnymi zmianami w badaniu histopatologicznym oraz
nadci$nieniem tetniczym. Wszyscy stosowali diet¢ niskosodowa oraz leczenie ACEI/ARB.
Udowodniono, ze leczenie wysokimi dawkami MMF (3 g/dobe) przez 3 lata, ktore otrzymato
21 chorych nie przyniosto korzystnego efektu w zakresie funkcji filtracyjnej nerek oraz
nasilenia biatkomoczu w poréwnaniu z grupa otrzymujaca placebo (13 chorych) [90]. Podobne
badanie przeprowadzono w USA. Obejmowato ono pacjentow z zaawansowang przewlekla

chorobg nerek, u ktérych stosowano MMF w dawce 2 g/dobg jako terapie ,,ratunkowa”. Nie
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obserwowano korzysci u pacjentéw otrzymujgcych MMF, w pordwnaniu z grupg otrzymujaca
placebo [91]. Bioragc pod uwage wyniki powyzszych badan w wytycznych nie ma
jednoznacznych wskazan do stosowania mykofenolanu mofetilu u pacjentow z nefropatig IgA.
Istnieja natomiast przestanki do stosowania MMF w dawce 1,5-2 g/dob¢ w leczeniu
skojarzonym z prednizonem u pacjentdéw z duzg aktywnoscig morfologiczng i1 kliniczng

choroby (ubytek filtracji ktebuszkowej, aktywny osad moczu) [92].

1.6.2.5 Inhibitory kalcyneuryny (IK)

Inhibitory kalcyneuryny nie sg zalecane w leczeniu nefropatii IgA. Badanie dotyczace
stosowania cyklosporyny wykazato brak skutecznosci i nefrotoksyczno$¢ terapii [93]. Jednak
metaanaliza 10 badan z udziatem 472 pacjentdow wykazata, ze takrolimus w skojarzeniu
z glikokortykosteroidami istotnie zmniejszat biatkomocz w poréwnaniu z pacjentami z grupy
kontrolnej, nie nasilajagc dzialan niepozadanych [94]. Jego dlugoterminowa skutecznosé

1 bezpieczenstwo w IgAN wymaga dalszych badan.

1.6.2.6 Rytuksymab (RTX)

Rytuksymab jest szeroko stosowanym przeciwciatem monoklonalnym, ktére dziata na
receptor CD20 znajdujacy si¢ na limfocytach B. Spekulowano, czy rytuksymab moze
redukowac stezenia Gd-IgA1 oraz produkcj¢ przeciwciat anty-Gd-IgA1 w klasie IgG poprzez
deplecje limfocytow B, co miatoby dziata¢ nefroprotekcyjnie. Przeprowadzone badania
wykazaty jednak brak wpltywu RTX na stezenie Gd-IgAl, stgzenie autoprzeciwcial,
biatkomocz oraz eGFR. Z tego powodu rytuksymab nie jest zalecany w wytycznych w leczeniu

nefropatii IgA [95].

Inne leki, takie jak: ataticept, fostamatinib, bortezomib, acthar, avacopan pozostaja

wcigz w fazie badan klinicznych.
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2 Cele pracy

Aktualnie nie sg dostgpne nieinwazyjne biomarkery diagnostyczne w nefropatii IgA.

Celem przeprowadzonego badania byla ocena przydatnosci oznaczen ekspresji i/lub stezenia

wybranych biomarkerow do rozpoznania, oceny aktywnosci, a takze przewidywania przebiegu

przewlektej choroby nerek w grupie chorych leczonych z powodu nefropatii IgA w jednym

osrodku.

Cele szczegdtowe obejmowaly:

1.

Okreslenie ekspresji receptora CD89 na neutrofilach i monocytach metoda cytometrii
przeptywowe;j.

Ocen¢ stezenia niedogalaktozylowanej immunoglobuliny IgAl (Gd-IgAl) oraz
rozpuszczalnego receptora CD89 (sCD89) metodg ELISA w surowicy.

Oceng stgzenia rozpuszczalnego receptora CD89, receptora transferyny 1 (CD71, TfR) oraz
enzymu transglutaminazy 2 (TG2) metoda ELISA w moczu.

Analize zalezno$ci ekspresji i/lub stezen badanych biomarkerow w surowicy krwi
1 w moczu oraz parametrow klinicznych aktywnos$ci choroby.

Analiz¢ zaleznosci ekspresji i/lub stgzen badanych biomarkerow w surowicy krwi

1 w moczu oraz zmian histopatologicznych w bioptatach nerek.
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3 Material

Badanie zostato przeprowadzone w okresie od wrzesnia 2017 r. do listopada 2021 r.
W badaniu wzieli udzial pacjenci Kliniki Nefrologii 1 Medycyny Transplantacyjnej
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu, ktérzy otrzymali informacj¢ na temat
badania oraz wyrazili na nie pisemng, swiadomg zgode. Na przeprowadzenie badan zostata
wyrazona zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

(nr KB-648/2018).

Do badania kwalifikowano pacjentow powyzej 18 roku zycia, z potwierdzong
biopsyjnie nefropatia IgA. Wykluczono pacjentéw z aktywng infekcja, z rozpoznang choroba
nowotworowa, po przeszczepieniu nerki oraz chorych, u ktorych przewidywana konieczno$é
rozpoczecia leczenia nerkozastepczego byta krotsza niz 6 miesigcy, a takze z nefropatig IgA
wtorng do innych choréb. Grupa badana liczyta 48 osob, w tym 19 kobiet (39,6%) 1 29
mezczyzn (60,4%) w wieku od 22 do 76 lat. Srednia wieku grupy badanej wynosita 42,0+14,5
lat (mediana 40 [32-52] lat).

Leczenie nefropatii IgA u pacjentdow wlaczonych do badania bylo prowadzone
w Klinice Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego
we Wroctawiu. Leki byly wdrazane na podstawie wskazan klinicznych, zgodnie

z obowigzujaca wiedza medyczna.

Po uzyskaniu wyniku badania histopatologicznego, w ktéorym rozpoznano nefropati¢
IgA, leczenie immunosupresyjne otrzymato 38 chorych (79,2%), w tym 31 chorych (64,6%)
otrzymalo leczenie wg schematu Pozziego, a 5 pacjentow (10,4%) bylo leczonych
glikokortykosteroidami w zmiennych dawkach. U 2 oséb (4,2%) stosowano mykofenolan
mofetilu w monoterapii z uwagi na obecnos¢ czynnikow ryzyka miazdzycy. W leczeniu
immunosupresyjnym stosowano ponadto cyklosporyng (13 pacjentow, 27%), mykofenolan
mofetylu (lacznie 13 pacjentow, 27%), takrolimus (9 pacjentow, 18,8%), azatiopryne (6
pacjentow, 12,5%), rytuksymab (6 pacjentdéw, 12,5%) oraz cyklofosfamid (4 pacjentoéw 8,3%).

Roéwnolegle z leczeniem immunosupresyjnym, stosowano leczenie nefroprotekcyjne.

Z uwagi na matg aktywnos$¢ choroby (biatkomocz subnerczycowy oraz prawidiowa

funkcja filtracyjna) lub zaawansowanie zmian wstecznych, stwierdzonych w badaniu
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histopatologicznym biopsji nerki, u 3 chorych (6,3%) nie wlaczono farmakoterapii, a 7 chorych

(14,6%) otrzymato wytacznie leczenie nefroprotekcyjne.

Ocena biomarkerow w surowicy krwi i moczu zostala wykonana w probkach
pobranych od pacjentow w chwili kwalifikacji do badania. Uzyskane wyniki zostaly
przeanalizowane w odniesieniu do klinicznych 1 laboratoryjnych wyktadnikow postepu
przewlektej choroby nerek w przebiegu nefropatii IgA. W badaniu uwzgledniono wyniki
badania histopatologicznego materiatu pobranego w trakcie biopsji nerki w celu oceny
zaawansowania choroby nerek przy uzyciu skali MEST-C. Sredni czas od momentu wykonania
biopsji do momentu wiaczenia do badania wynosit 26,4+35,0 miesigcy (mediana 10 [3,5-35,5]
miesiecy). Analiza objeta rowniez czynniki demograficzne oraz dane kliniczne, w tym
stosowanie immunosupresji. W badaniu, za zgoda pacjentow, wykorzystano dane kliniczne
oraz laboratoryjne, rutynowo oznaczane w Laboratorium Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego we Wroctawiu w trakcie hospitalizacji pacjentow w Klinice Nefrologii
1 Medycyny Transplantacyjnej. Uwzgledniono nastgpujace parametry: morfologia krwi,
stezenie biatka calkowitego, albumin, kreatyniny oraz CRP w surowicy krwi, wielko$¢
przesaczania klebuszkowego (eGFR), badanie ogodlne moczu, szacunkowy biatkomocz
dobowy, obecno$¢ erytrocyturii. Dodatkowo analizie poddano wybrane wskazniki
dlugoterminowego przezycia nerkowego, w tym wielko$¢ filtracji klebuszkowej oraz nasilenie

biatkomoczu (do stycznia 2023).

Grupg kontrolng stanowito 20 zdrowych ochotnikow, 9 kobiet (45%) oraz 11 mezczyzn
(55%) w wieku 44,0+£12,1 lat (mediana 41,5 [33,5-57,5]). Grupa kontrolna nie réznita si¢
W sposob istotny statystycznie pod wzgledem wieku (p=0,450) oraz ptci (p=0,441) od grupy
badane;.
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4 Metody

4.1 Pobieranie i przechowywanie materialu biologicznego

Od kazdego z uczestnikow badania w dniu wigczenia do badania pobrano trzy probki
materialu biologicznego. 4 ml krwi obwodowej pobierano do probowki z aktywatorem
krzepnigcia. Po wykrzepieniu przez 20 minut w temperaturze pokojowej, probki krwi
wirowano 10 min, 1000xg. Uzyskang po odwirowaniu surowic¢ dzielono na porcje
1 przechowywano w temperaturze ponizej -70°C do czasu przeprowadzenia oceny
biomarkeréw. 2 ml krwi obwodowej pobierano do probowki z heparyng litowa w celu oceny
ekspresji CD89 na monocytach i neutrofilach, badanie to wykonywano w dniu pobrania
materialu. Probki porannego moczu (10 ml) odwirowywano 10 min, 1000%g. Supernatant
dzielono na porcje i przechowywano w temperaturze ponizej -70°C do czasu przeprowadzenia

oceny biomarkerdw.

4.2 Ekspresja CD89 na komérkach krwi obwodowej

Ekspresje CD89 na monocytach i granulocytach oznaczano w probkach peinej krwi
obwodowej z zastosowaniem cytometrii przeplywowej. Barwienie probek krwi (300 pl)

przeprowadzono z wykorzystaniem mysich przeciwcial monoklonalnych (Becton Dickinson):

— anty-CD8&9-PE, klon A59, nr kat. 555686 (20 pl),
— anty-CD15- PerCP-Cys5.5, klon HI98, nr kat. 560828 (5 pl),
— anty-CD14-APC, klon M5E2, nr kat. 555399 (20 pl).

Probke inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta.
Liz¢ erytrocytow przeprowadzano z wykorzystaniem plynu lizujacego BD Lysing Solution
(Becton Dickinson). W tym celu po inkubacji z przeciwciatami dodawano 2,7 ml 10-krotnie
rozcienczonego koncentratu ptynu lizujacego 1 inkubowano w temperaturze pokojowej bez
dostepu swiatta przez 15 minut. Probke odwirowano (350xg, 5 minut, 4°C), a osad komérkowy
dwukrotnie wyplukano dodajac za kazdym razem 2 ml buforu pluczacego Stain Buffer (FBS)
BD Pharmingen (Becton Dickinson) i wirujac w analogicznych warunkach. Wyptukany osad
komorkowy zawieszano w 300 pl buforu ptuczacego i analizowano na czterokolorowym
cytometrze przeptywowym BD FACSCalibur przy uzyciu oprogramowania CELLQUEST

(Becton Dickinson). Dla poszczegolnych probek analizowano $rednig intensywno$¢
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fluorescencji znacznika PE osobno w populacjach monocytéw i neutrofili. Schemat analizy

przyktadowej probki krwi przedstawiono na Rycinie 1.

Oszacowanie poziomu ekspresji CD89 na wybranych populacjach komoérek mozliwe
byto dzigki zastosowaniu referencyjnego zestawu Quantibrite™ PE Phycoerytin Fluorescence
Quantitation Kit (Becton Dickinson). Zestaw zawiera 4 populacje mikrokulek o znanej gestosci
znacznikow PE (Rycina 2). Rownolegta analiza probki badanej i zestawu referencyjnego
pozwala na powigzanie warto§ci MFI z iloSciowym opisem poziomu ekspresji badanego

markera.
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Rycina 1. Przykladowa analiza probki krwi z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowe;j.
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Rycina 2. Przyktadowa analiza referencyjnego zestawu Quantibrite™ PE Phycoerytin
Fluorescence Quantitation Kit (Becton Dickinson)

4.2.1 Ocena stezenia biomarkerow w surowicy i moczu

Stezenie  czasteczki  Gd-IgAl w  surowicy krwi  oceniono  testem
immunoenzymatycznym Gd-IgA1 Galactose-deficient IgA1 Assay Kit (nr kat. 27600, IBL-
International) zgodnie z instrukcjg producenta zestawu. Czuto$¢ metody wynosi 0,49 ng/ml,
a zakres metody to 1,56-100 ng/ml. Wszystkie probki surowicy zostaty rozcienczone 201 razy,

a wyniki przedstawiono po uwzglednieniu rozcienczenia materiatu.

Stezenie rozpuszczalnej czasteczki CD89 w surowicy krwi 1 moczu oceniono testem
immunoenzymatycznym Human FCAR/CD89 ELISA Kit (numer kat. LS-F35810, LifeSpan
BioSciences, Inc.) zgodnie z instrukcja producenta zestawu. Czuto$¢ testu wynosi 0,47 ng/ml,
a zakres pomiarowy 0,78-50 ng/ml. Prébki surowicy analizowano po 2-krotnym rozcienczeniu,
a wyniki przedstawiono po uwzglednieniu rozcienczenia materiatu. Oznaczenia probek moczu
wykonywano bez rozcienczenia. Stezenia CD89 w moczu przedstawiono w przeliczeniu na mg

kreatyniny.

Badanie poziomu czasteczki TG2 w moczu wykonano testem immunoenzymatycznym
Human Transglutaminase2/TG2 ELISA Kit (numer kat. EH462RB, Invitrogen) zgodnie

z instrukcjg producenta zestawu. Czuto$¢ metody wynosi 0,82 ng/ml, a zakres pomiarowy testu
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0,82-200 ng/ml. Prébki moczu nie byty rozcienczane w trakcie analizy. Stezenia TG2 w moczu

przedstawiono w przeliczeniu na mg kreatyniny.

Badanie  poziomu czasteczki CD71 w  moczu  wykonano  testem
immunoenzymatycznym Human TfR/Transferrin R/CD71 ELISA Kit (numer kat. EH448RB,
Invitrogen) zgodnie z instrukcja producenta zestawu. Czuto§¢ metody wynosi 0,81 ng/ml,
a zakres pomiarowy testu 0,82-200 ng/ml. Probki moczu nie byly rozcienczane w trakcie

badania. St¢zenia CD71 w moczu przedstawiono w przeliczeniu na mg kreatyniny.

Wszystkie testy immunoenzymatyczne wykonano przy uzyciu automatycznej ptuczki
do plytek 96-dotkowych HydroFlex (Tecan), spektrofotometru do ptytek 96-dotkowych
Elx800 (Biotek) oraz oprogramowania analizujagcego Gen 5 2.09 (Biotek).

4.3 Ocena histopatologiczna bioptatéw nerki

Ocena histopatologiczna bioptatow nerki zostala przeprowadzona w Katedrze
i Zakladzie Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu. Do badan wykorzystano material tkankowy utrwalony w 10% roztworze
buforowanej formaliny i1 zatopiony w bloczkach parafinowych. Z bloczkéw parafinowych
zawierajacych utrwalone tkanki przy uzyciu mikrotomu sporzadzano skrawki grubosci 5 pum,
ktore nastgpnie odparafinowywano w ksylenie 1 umieszczano na szkietkach podstawowych
firmy Super Frost Plus (Menzel GLASSER, Braunschweig, Niemcy), ktore nastepnie
wybarwiano metodami rutynowo stosowanymi w nefropatologii (HE, PAS, trichrom

Mallory’ego, czerwien Kongo).

Oceng patomorfologiczng przeprowadzono przy uzyciu skali MEST-C [55].

Uwzgledniono nastepujace cechy histopatologiczne:
1) zwigkszenie komoérkowosci mezangium (M), gdzie:

0 — oznacza zwigkszenie komorkowosci mezangium (ktore jest definiowane jako

obecnos¢ >4 w 1 lub wigcej segmentach kigbuszkowych) w <50% klgbuszkow;
1 — zwickszenie komdrkowosci mezangium w >50% kigbuszkow;
2) ocena komdrkowosci wewnatrzwto$niczkowej (E), gdzie:

0 — brak wzrostu komorkowosci;
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1 — zwigkszenie komorkowosci obecne przynajmniej w niektorych wtosniczkach;
3) segmentalne twardnienie klebuszkow (S), gdzie:

0 — brak cech twardnienia segmentalnego;

1 — cechy twardnienia segmentalnego obecne w co najmniej 1 kigbuszku;
4) wldknienie zrebu i zanik cewek (T), gdzie:

0 — obszar kory nerki objety wtoknieniem zrebu 1 zanikiem cewek <25% powierzchni

dostepnej ocenie;

1 — obszar kory nerki obj¢ty widknieniem zrebu i zanikiem cewek obejmuje 25-50%

powierzchni dostepnej ocenie;

2 — obszar kory nerki objety wtoknieniem zrebu i zanikiem cewek obejmuje >50%

powierzchni dostepnej ocenie;
5) obecnos¢ potksiezycow (C), gdzie:
0 — brak potksiezycow;
1 — potksigzyce obecne w <25% kigbuszkow;
2 — potksigzyce obecne w >25% kigbuszkow.

4.4 Standardowe oznaczenia laboratoryjne

Standardowe oznaczenia laboratoryjne: morfologia krwi obwodowej, stezenia biatka
calkowitego, albumin, kreatyniny w surowicy krwi, badanie ogdlne moczu, st¢zenie biatka
1 kreatyniny w probce moczu porannego wykonywano przy uzyciu komercyjnych testow

diagnostycznych w Laboratorium Diagnostycznym Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego.

4.4.1 Ocena bialkomoczu dobowego oraz aktywnego osadu moczu

Aktywny osad moczu definiowany byt jako obecnos¢ 6 lub wigcej erytrocytow w polu

widzenia w mikroskopowej analizie w osadzie moczu.
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Biatkomocz dobowy szacowano na podstawie pomiaru st¢zenia biatka oraz kreatyniny
w porannej probce moczu (UPCR, urinary protein/creatinine ratio), przy zatozeniu, ze $rednie

wydalanie kreatyniny z moczem wynosi 1 g/dobe. Wskaznik obliczano ze wzoru:

UPCR = stezenie biatka w moczu (g/l) x 100 / stezenie kreatyniny w moczu (mg/dl).

Wyliczona warto§¢ UPCR odpowiada szacowanemu biatkomoczowi dobowemu

wyrazonemu w g/dobe.

4.4.2 Ocena funkcji wydalniczej nerek

Zastosowano kryteria podziatu przewlektej choroby nerek zgodne z wytycznymi
KDIGO 2021 [62] wedlug aktualnego szacunkowego wspotczynnika przesaczania
klebuszkowego, eGFR (ang. estimated glomerular filtration rate). Wskaznik eGRF wyliczany
byl wedtug uproszczonego wzoru MDRD (ang. Modification of Diet in Renal Disease):

eGFR (ml/min/1,73m?) = 186,3 x st. kreatyniny 1°* xwiek %% x [0,742 dla kobiet] [96].
4.5 Analizy statystyczne

W podstawowych tabelach zbiorczych dane liczbowe opisywano podajac warto$é
srednig + odchylenie standardowe (SD) oraz mediang i zakres migdzykwartylowy (IQR, zakres
podany w nawiasach kwadratowych). Oceng¢ podobienstwa rozktadu zmiennych liczbowych
do rozkladu normalnego przeprowadzono przy zastosowaniu testu Shapiro-Wilka.
W przypadku wigkszosci zmiennych nie stwierdzono podobiefistwa rozkladu do rozkladu
normalnego. Roznice pomigdzy grupami analizowano zatem testem Manna-Whitneya
(2 grupy) lub testem rangowym Kruskala-Wallisa (3 lub wigcej grup) uzupeilnionym analizg
post-hoc wedtug Conovera [97]. Wspotzaleznosci pomigdzy zmiennymi oceniano korelacja
rang Spearmana. Dane jakoSciowe przedstawiano jako liczebno$¢ (%). Roznice w czgstosciach
porownywano testem chi-kwadrat lub dokladnym testem Fishera. Ocen¢ przezycia

przeprowadzano za pomocg analizy krzywych Kaplana-Meiera i testem log-rank.

Istotno$¢ statystyczng dla wszystkich analiz przyj¢to na poziomie prawdopodobienstwa
p<0,05. Obliczenia statystyczne wykonano z wykorzystaniem pakietu Statistica v.13 (Tibco

Software Inc.) oraz MedCalc (MedCalc Software, Ltd.).
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5  Wyniki
5.1 Analiza obrazow histopatologicznych bioptatow nerki

W grupie badanej oceniono obrazy histopatologiczne bioptatow nerek pobranych od
pacjentow ze wskazan klinicznych. Do badania zostali zakwalifikowani pacjenci, u ktorych
w badaniu patomorfologicznym rozpoznano nefropati¢ IgA. Zwigkszenie komodrkowosci
mezangium (M=1) stwierdzono w przypadku 43 bioptatéw (89,6%), a zwickszenie
komoérkowosci wewnatrzwlosniczkowej (E=1) obserwowane byto w 9 (18,8%) bioptatach.
Segmentalne twardnienie ktgbuszkow (S=1) wystapito w 37 (77,1%) preparatdow, a wtdknienie
zrebu 1 zanik cewek (T=1) w 10 (20,8%). W analizowanych bioptatach nie obserwowano
wioknienia zrgbu i zaniku cewek o stopniu T=2. Ponadto w 5 (10,4%) przypadkach

zaobserwowano obecno$¢ potksiezycow (C=1), aw 3 C=2 (6,3%).

Analizie poddano jedynie cechy nieodwracalne (obecno$¢ segmentalnego twardnienia
klebuszkoéw oraz widknienia zrgbu i zaniku cewek) ze wzgledu na rézny czas, ktéry uptynat

od momentu wykonania biopsji nerki do wiaczenia do badania.

W Tabeli 2 przedstawiono charakterystyke histopatologiczng bioptatow z podzialem na

kategorie o roznym stopniu zaawansowania zmian o charakterze nieodwracalnym.

Tabela 2. Czgsto$¢ obserwowanych obrazoéw histopatologicznych w bioptatach nerek
pacjentdow wiaczonych do badania z podzialem na kategorie o rdéznym stopniu
zaawansowania zmian o charakterze nieodwracalnym.

S=0 T=0 S=1T=0 S=1T=1
11 (22,9%) 27 (56,3%) 10 (20,8%)
M=1 E=0 S=0 T=0 C=0 M=0 E=0 S=1 T=0 C=0 M=0 E=0 S=1 T=1 C=0
8 (16,7%) 4 (8,3%) 1(2,1%)
M=1 E=1 S=0 T=0 C=1 M=1 E=0 S=1 T=0 C=0 M=1 E=0 S=1 T=1 C=0
1(2,1%) 21 (43,7%) 4 (8,3%)
M=1 E=1 S§=0 T=0 C=2 M=1 E=1 S=1 T=0 C=0 M=1 E=0 S=1 T=1 C=2
2 (4,2%) 2 (4,2%) 1(2,1%)

M=1 E=1 $=1 T=1 C=1
4 (8,3%)
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5.2 Charakterystyka kliniczna pacjentéw w okresie okotobiopsyjnym

W przypadku 18 (37,5%) pacjentow w momencie wykonania biopsji obserwowano
obnizong funkcje filtracyjng nerek (eGFR <60 ml/min/1,73m?). Dla catej grupy $rednie
stezenie kreatyniny w surowicy w okresie okotobiopsyjnym wynosito 1,343+0,623 mg/dl
(mediana 1,27 [0,90-1,60] mg/dl), co odpowiadato eGFR $rednio 67,8+28,7 ml/min/1,73m?
(mediana 67 [46-82,5] ml/min/1,73m?). Sredni bialkomocz oszacowany na podstawie stosunku
biatka do kreatyniny w moczu (UPCR) wynosit 2,83+2,61, mediana 1,9 [0,9-3,9] g/dobe.
U 7 (14,6%) pacjentéw stwierdzono biatkomocz nerczycowy, u 38 (79,2%) subnerczycowy,

au 3 (6,2%) nie obserwowano biatkomoczu w okresie okotobiopsyjnym.

5.3 Zalezno$¢ pomiedzy stanem klinicznym w okresie okolobiopsyjnym

a obrazem histopatologicznym

Przeanalizowano zwigzek pomigdzy czynno$cig nerek oraz biatkomoczem w okresie
okolobiopsyjnym a parametrami histopatologicznymi (Tabela 3). Zaobserwowano istotng
statystycznie zalezno$¢ pomigdzy wystepowaniem segmentalnego twardnienia kiebuszkow

oraz wioknienia zrebu i zaniku cewek a uposledzeniem funkgji filtracyjnej (Rycina 3).

Tabela 3. Zalezno$¢ pomiedzy stanem klinicznym w okresie okotobiopsyjnym
a nasileniem zmian nieodwracalnych w bioptacie nerki.

S=0 T=0 S=1T=0 S=1T=1 p
Stezenie 0,90 [0,74-0,94] 1,27 [0,99-1,56] 1,75 [1,58-2,08] <0,001*
kreatyniny w
surowicy krwi
eGFR 103 [67-135] 67 [51,5-75] 36 [27-54] <0,001*
ml/min/1,73m?
Liczba pacjentow 0 10 8 <0,001
z eGFR<60 37,0% 80,0%
ml/min/1,73m?
UPCR 1,9 [0,7-4,1] 1,0 [0,7-1,6] 1,1 [0,5-2,2] 0,327
Liczba pacjentow 1/6/4 2/23/2 0/9/1 0,158

bez biatkomoczu/  9,1/54,5/36,4% @ 7,4/852/7,4%  0/90,0/10,0%
z biatkomoczem

subnerczycowym /

nerczycowym

* w analizie post-hoc wykazano istotne statystycznie roznice pomigdzy wszystkimi trzema grupami
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Rycina 3. Funkcja filtracyjna nerek w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania zmian o
charakterze nieodwracalnym w badaniu histopatologicznym bioptatow nerek.

5.4 Charakterystyka kliniczna pacjentow w okresie wlaczenia do badania

W Tabeli 4 przedstawiono wyniki badan laboratoryjnych, uzyskane w trakcie

hospitalizacji, podczas ktorej pacjenci zostali wiaczeni do badania.

Uposledzenie funkgji filtracyjnej nerek (eGFR <60 ml/min/1,73m?) stwierdzono u 20
(41,7%) pacjentow. Biatkomocz obserwowano u 38 (79,1%) pacjentdw, w tym u 5 0sob

(10,4%) zespot nerczycowy. Aktywny osad moczu obserwowano u 30 pacjentéw (62,5%).

W przypadku 14 pacjentow (29,2%) stwierdzono nieznaczng neutrocytozg (Srednio
8,3441+2,749, mediana 7,40 [6,26-9,64] tys/ul). Byla ona istotnie statystycznie czesciej
stwierdzana u pacjentow przyjmujacych glikokortykosteroidy (p=0,024). Liczba monocytéw

byla nieznacznie podwyzszona u 7 pacjentow (14,6%).
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Tabela 4. Parametry laboratoryjne grupy badanej w chwili wiaczenia do badania.

Charakterystyka
pacjentow

Hb (g/dl)

Leukocyty (tys/ul)
Neutrofile (tys/pl)
Limfocyty (tys/ul)
Monocyty (tys/pl)

Bialko C reaktywne (mg/1)
Bialko catkowite (g/dl)
Albuminy (g/dl)
Bialkomocz dobowy (g/d)
Kreatynina (mg/dl)

GFR (ml/min/1,73m?)

9.5 Ocena ekspresji i/lub

z nefropatia IgA oraz w grupie kontrolnej

5.5.1 Ekspresja receptora CD89 na neutrofilach oraz monocytach

Srednia

13,38+ 1,74

7,692 £ 2,586

4,826 £ 2,366

2,029 £ 0,745

0,598 £ 0,222

2,621 + 4,622

6,15+0,78

3,62 +0,53

1,38 + 1,64

1,690 + 1,170

59,9+29

+ odchylenie standardowe

Mediana [IQR]

13,2 [12,4-14,6]

7,43 [5,99-8,58]

4,31 [3,50-5,78]

1,92 [1,51-2,37]

0,57 [0,46-0,68]

1,14 [0,71-2,73]

6,3 [5,7-6,7]

3,8 [3,3-4,0]

0,8, 0,3-2,0]

1,33 [0,92-2,12]

62 [30-80]

Zakres referencyjny

K: 12,0-16,0
M: 14,0-18,0

4,00-10,00

2,50-6,00

1,50-3,50

0,08-1,20

0,0-5,0

6,60-8,30

3,50-5,20

<0,3

K:0,70-1,10
M: 0,80-1,30

>60

stezenia badanych biomarkeréow u pacjentow

W Tabeli 5 przedstawiono wyniki oceny ekspresji receptora CD89 na monocytach oraz

neutrofilach krwi obwodowej w grupie badanej oraz kontrolnej. Nie stwierdzono istotnych

statystycznie roznic w poziomie ekspresji CD89 pomiedzy grupami.
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Tabela 5. Wyniki oznaczenia ekspresji receptora CD89 na neutrofilach oraz

monocytach.

Populacja komorek

Monocyty

Neutrofile

Grupa badana Grupa kontrolna
Srednia liczba czasteczek Srednia liczba czasteczek Wartos¢ p
CD89 / komorke CD89 / komorke
4388 £ 1663 4735 £ 1249 0.411
4470 [3690-5280] 4600 [4080-4990] ’
3395+ 1630 3566 + 1275 0.607
3320 [2460-4390] 3170 [2780-3750] ’

Dane liczbowe przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe oraz mediana [IQR]

5.5.2 Stezenia niedogalaktozylowanej IgAl (Gd-IgAl) oraz rozpuszczalnego CD89

(sCD89) w surowicy krwi

W Tabeli 6 przedstawiono wyniki analizy st¢zenia Gd-IgA1 oraz sCD89 w surowicy

krwi obwodowej w grupie badanej oraz kontrolnej. W grupie badanej obserwowano istotnie

wyzsze stgzenie sCD89 w surowicy krwi w poréwnaniu z grupa kontrolng (p<0.001). Nie

wykazano istotnej statystycznie roznicy w stezeniu Gd-IgAl pomigdzy grupa badang

a kontrolna.

Tabela 6. Wyniki oznaczenia stezenia Gd-IgA1 oraz sCD89 w surowicy krwi.

Biomarker

Gd-IgA1 (ug/ml)

sCD89 (ng/ml)

Grupa badana Grupa kontrolna Wartosé p

6,690 £ 4,408 6,063 £5,178 0.287
5.53[3.62-8.85] 3,531[2,56-9,29] ’

70,66 £ 21,46 49,53+ 17,59 <0.001
69,0 [50,7-84,1] 43,7 [40,4-47,7] ’

Dane liczbowe przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe oraz mediana [IQR]
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5.5.3 Stezenie receptora CD89, receptora transferyny 1 (CD71) oraz transglutaminazy
2 (TG2) w moczu

W Tabeli 7 przedstawiono wyniki analizy stgzenia CD89, CD71 oraz TG2 w moczu
w grupie badanej oraz kontrolnej. W probkach moczu pobranych w grupie badanej
obserwowano istotnie statystycznie wyzsze stgzenie CD89 (p<0.001) oraz CD71 (p=0.014)
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Nie wykazano istotnych statystycznie roznic w stezeniu TG2

pomiedzy grupa badang a kontrolng.

Tabela 7. Wyniki oznaczenia stezenia CD89, CD71 oraz TG2 w moczu.

Biomarker Grupa badana Grupa kontrolna Wartos$¢ p
. 24,82 + 25,59 9,09 + 8,63
CD89 (ng/mg kreatyniny) 18.4 [9,1-30.2] 6.0 [3.2-12.2] <0,001
. 3,647 + 5,632 1,748 + 2,696
CD71 (ng/mg kreatyniny) 1,73 [0,81-3,37] 0,80 [0,52-1,40] 0,014
. 1,224 +0,972 1,052 + 1,158
TG2 (ng/mg kreatyniny) 0,93 [0,59-1,50] 0,76 [0,49-0,91] 0,169

Dane liczbowe przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe oraz mediana [IQR]

5.5.4 Korelacje pomi¢dzy badanymi biomarkerami

Przeanalizowano zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi biomarkerami w grupie

badanej (Tabela 8) oraz w grupie kontrolnej (Tabela 9).

W grupie badanej stwierdzono silng dodatnig korelacje pomigdzy natg¢zeniem ekspresji
CD89 na neutrofilach i monocytach (r=0,808, p<0,001). Ponadto zaobserwowano dodatnie

korelacje pomiedzy trzema biomarkerami ocenianymi w moczu, tj. CD89, CD71 oraz TG2.

Podobnie w grupie kontrolnej wykazano dodatnia, ale nieco stabsza korelacj¢ pomiedzy
nasileniem ekspresji CD89 na neutrofilach i monocytach (r=0,612, p=0,004). Ponadto
wykazano zalezno$¢ pomiedzy stezeniami TG2 a CD89 (r=0,678, p<0,001) 1 CD70 (r=0,597,
p<0,001) w moczu. Odnotowano réwniez istotny statystycznie zwigzek pomiedzy stezeniami

sCD89 a Gd-IgA1 w surowicy krwi (r=0,483, p=0,031).
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Tabela 8. Macierz korelacji pomiedzy biomarkerami w grupie badane;j.

34

Ekspresja  Ekspresja CD89 CD71 TG2
CD89 CD89 E}d}ﬁgl ?f?ri% (ng/mg (ng/mg (ng/mg
(monocyty)  (neutrofile) HE & kreatyniny) | kreatyniny) kreatyniny)
=0076 =032 =0,150 =000 r=0,103  CPres
p=0,606 p=0,372  p=0,280  p=0,964 p=0,485 (monocyty)
Ekspresja
r=-0,031 |r=-0,198  r=0,066 r=-0,123 r=-0,229 CDR9
p=0,834 |p=0,177  p=0,658 p=0,406 p=0,118 (neutrofile)
r=0,024 r=-0,066  r=0,089 r=0,213 Gd-IgAl
p=0,655 p=0,547 p=0,146  (ug/ml)
r=0,051 r=-0,010 r=0,011 sCD8&9
p=0,729  p=0,945 p=0,940  (ng/ml)

TG2 (ng/mg
kreatyniny)




Tabela 9. Macierz korelacji pomi¢dzy biomarkerami w grupie kontrolne;j.

Ekspresja | Ekspresja
CDg9 CD89 (ug/ml)
(monocyty) ' (neutrofile) HE
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Gd-TgAl  sCD89 CDg89 CD71 TG2
(ng/ml) (ng/mg (ng/mg (ng/mg
kreatyniny) | kreatyniny) kreatyniny)

Ekspresja
r=-0,147 r=-0,286 r=-0,126 r=-0,223 r=-0,326 CDS9
p=0,535 p=0,222 p=0,596 p=0,346 p=0,160 (monocyty)
1=0,056 1=-0247 1=-0,029 1=0335 1=-0,349 g‘)sg;esja
p=0,816  p=0,295 p=0,905 p=0,148 p=0,132 (neutrofile)

r=0,483 r=0,379 r=-0,099 r=0,006 Gd-IgAl
p=0,099 p=0,677 p=0,980 (ng/ml)
r=-0,101 r=-0,054 r=0,119 sCD8&9
p=0,673 p=0,821 p=0,618 (ng/ml)
r=0,214 r=0,528 (erllg/ii?lg
p=0,366 p=0,017 Kreatyniny)

TG2 (ng/mg

kreatyniny)




5.6 Ocena badanych biomarkeréw w zaleznoS$ci od plci, wieku i okresu czasu od

biopsji do badania

Przeanalizowano zalezno$ci pomig¢dzy badanymi biomarkerami a picig (Tabela 10),
wiekiem pacjenta oraz okresem czasu od wykonania biopsji do przeprowadzenia badania
(Tabela 11). U kobiet wlaczonych do badania stwierdzono wyzsza ekspresje CD89 na
neutrofilach (p=0,006) oraz wyzsze stgzenie sSCD89 w surowicy krwi (p=0,034) w poréwnaniu
do me¢zczyzn. Zaobserwowano stabg ujemng korelacje ekspresji CD89 na neutrofilach krwi

obwodowej z wiekiem pacjentow (r=-0,345, p=0,016). W pozostatych przypadkach nie

stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci.

Tabela 10. Zalezno$¢ pomigdzy badanymi markerami a ptcig pacjentow.

Biomarker Kobiety Mezczyzni Wartos¢ p
Ekspresja CD89 na monocytach 3762 £ 1514 4798 + 1652 0.056
($rednia liczba cz. CD89 / komorke) 3890 [3440-4510] 4520 [3870-5620] ’
Ekspresja CD89 na neutrofilach 2622 + 1337 3901 £ 1625 0.006
($rednia liczba cz. CD89 / komorke) 2540 [1970-3490] 3546 [2920-4700] ’
Stezenie Gd-IgA1 w surowicy krwi 7,366 + 4,734 6,240 + 4,206 0.393
(png/ml) 5,92 [3,92-11,35] 5,33 [3,30-8,61] ’
Stezenie sSCD89 w surowicy krwi 63,65+ 21,12 75,25 + 20,75 0.034
(ng/ml) 61,1 [47,6-78,2] 80,5 [58,5-87,7] ’
Stezenie CD89 w moczu 21,02 £12,74 27,31 £ 31,28 0.823
(ng/mg kreatyniny) 22,2 [11,5-30,7] 15,3 [8,5-30,1] ’
Stezenie CD71 w moczu 2,231+1,715 4,447 + 7,061 0.467
(ng/mg kreatyniny) 1,75 [0,94-2,90] 1,23 [0,64-4,72] ’
Stezenie TG2 w moczu 1,547 £ 1,177 1,013 £ 0,761 0.059

(ng/mg kreatyniny)

1,22[0,71-1,75]
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Tabela 11. Zalezno$¢ pomiedzy badanymi markerami a wiekiem pacjentow oraz
okresem czasu od wykonania biopsji do przeprowadzenia badania.

Biomarker

Ekspresja CD89 na monocytach
($rednia liczba cz. CD89 / komorke)

Ekspresja CD89 na neutrofilach
($rednia liczba cz. CD89 / komorke)

Stezenie Gd-IgA1 w surowicy krwi
(ug/ml)

Stezenie sCD89 w surowicy krwi
(ng/ml)

Stezenie CD89 w moczu
(ng/mg kreatyniny)

Stezenie CD71 w moczu
(ng/mg kreatyniny)

Stezenie TG2 w moczu
(ng/mg kreatyniny)

wiek pacjenta

=-0,162
p=0,272

r=-0,345
p=0,016

1=0,002
p=0,990

=0,214
p=0,144

=0,216
p=0,140

r=0,131
p=0,375

r=0,284
p=0,051
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czas od biopsji do badania

=-0,202
p=0,168

1=-0,084
p=0,572

r=0,011
p=0,942

r=0,080
p=0,590

r=0,146
p=0,321

r=0,164
p=0,266

1=0,124
p=0,400



5.7 Ocena wplywu glikokortykosteroidoterapii na badane biomarkery

22 pacjentow (45,8%) otrzymywalo w chwili wlaczenia do badania leczenie
glikokortykosteroidami. Przeprowadzono analiz¢ wptywu terapii immunosupresyjnej na
ekspresje CD89 1/lub stezenia badanych biomarkeréw (Tabela 12). 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 stwierdzono wplywu

glikokortykosteroidoterapii na pozostale biomarkery.

Tabela 12. Wplyw glikokortykosteroidoterapii (GKS) na badane biomarkery.

Biomarker GKS (+) GKS (-) Wartos¢ p
Ekspresja CD89 na monocytach 4463 + 1863 4324 + 1509 0.918
($rednia liczba cz. CD89 / komorke) 4370 [3710-5230] 4490 [3640-5330] ’
Ekspresja CD89 na neutrofilach 3381 £ 1695 3406 + 1607 0.951
($rednia liczba cz. CD89 / komorke) 3080 [2540-4660] 3420 [2380-4340] ’
Stezenie Gd-IgA1l w surowicy krwi 5,431 +£4,326 7,748 £ 4,273 0.028
(png/ml) 4,08 [2,22-7,36] 6,37 [4,41-11,20] ’
Stezenie sSCD89 w surowicy krwi 75,40 +£23,20 66,65+ 19,41 0.207
(ng/ml) 79,9 [54,6-100,3] 67,0 [48,6-83,0] ’
Stezenie CD89 w moczu 34,29 + 33,52 16,80 £ 11,89 0.035
(ng/mg kreatyniny) 23,8 [9,7-35,6] 14,2 [7,4-23,0] ’
Stezenie CD71 w moczu 4,651 +£7,123 2,654 + 3,963 0321
(ng/mg kreatyniny) 2,05 [0,75-4,37] 1,39 [0,68-2,58] ’
Stezenie TG2 w moczu 1,444 + 1,221 1,038 £ 0,667 0.456

(ng/mg kreatyniny)

1,04 [0,51-1,78]
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5.8 Ocena badanych biomarkeré6w w zalezno$ci od wskaZnikéw aktywnoSci

choroby

U pacjentow z nefropatig IgA przeanalizowano korelacje pomig¢dzy ekspresjg receptora
CD89 na monocytach i neutrofilach oraz st¢zeniem biomarkeréw w surowicy krwi i moczu a
stezeniem albumin, biatka catkowitego, nasileniem biatkomoczu oraz obecnoscig aktywnego

osadu moczu. Wyniki zebrano w Tabelach 13 1 14.

Tabela 13. Macierz korelacji pomigdzy badanymi markerami a wykladnikami

aktywnosci choroby.
Stezenie albumin Stezenie b ialka .
w surowicy krwi caikowltego . Biatkomocz
(mg/dl) w surowicy krwi dobowy (g/d)
® (mg/dl)
Ekspresja CD89 na monocytach r=-0,044 r=-0,152 r=0,031
($rednia liczba cz. CD89 / komorke) p=0,766 p=0,315 p=0,833
Ekspresja CD89 na neutrofilach r=0,011 r=-0,103 r=-0,055
($rednia liczba cz. CD89 / komorke) p=0,940 p=0,494 p=0,708
Stezenie Gd-IgA1 w surowicy krwi r=-0,111 r=0,041 r=0,171
(pg/ml) p=0,452 p=0,786 p=0,246
Stezenie sSCD89 w surowicy krwi r=-0,199 r=-0,378 r=0,048
(ng/ml) p=0,176 p=0,010 p=0,748
Stezenie CD89 w moczu r=-0,276 r=-0,296 r=0,349
(ng/mg kreatyniny) p=0,057 p=0,046 p=0,015
Stezenie CD71 w moczu r=-0,437 r=-0,353 r=0,611
(ng/mg kreatyniny) p=0,002 p=0,016 p<0,001
Stezenie TG2 w moczu r=-0,346 r=-0,143 r=0,454
(ng/mg kreatyniny) p=0,016 p=0,342 p=0,001

W grupie badanej 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. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie korelacji pomigdzy st¢zeniem albumin

1 pozostatych analizowanych biomarkerow.

Rownoczesnie obserwowano istotne statystycznie ujemne korelacje pomiedzy

stezeniem biatka catkowitego a stezeniem sCD89 w surowicy krwi (r=-0,378, p=0,010), a takze
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stezeniami CD89 (r=-0,296, p=0,046) oraz CD71 (r=-0,353, p=0,016) w moczu. Nie wykazano
istotnych statystycznie korelacji stezenia bialka calkowitego 1 pozostatych analizowanych

biomarkerow.

Ponadto stwierdzono istotne statystycznie dodatnie korelacje pomig¢dzy nasileniem
biatkomoczu a stezeniami CD89 (r=0,349, p=0,015), CD71 (1=0,611, p<0,001) oraz TG2
(r=0,454, p=0,001) w moczu. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zalezno$ci pomi¢dzy

nasileniem biatkomoczu a st¢zeniami pozostalych analizowanych biomarkerdw.

Tabela 14. Zaleznos$¢ badanych biomarkeréw od obecnosci erytrocyturii.

Erytrocyturia (+)  Erytrocyturia (-)

=30 =18 Wartos¢ p
Ekspresja CD89 na monocytach 4395 + 1407 43762067 0.441
($rednia liczba cz. CD89 / komorke) 4500 [3830-5120] 3910 [3640-5530] ’
Ekspresja CD89 na neutrofilach 3606 + 1475 3043 £ 1850 0.079
($rednia liczba cz. CD89 / komorke) 3492 [2807-4432] 2610 [2020-3950] ’
Stezenie Gd-IgA1 w surowicy krwi 7,861 £4,993 4727+ 2,167 0.037
(pg/ml) 6,97 [4,09-11,20]  4,30[2,91-6,03] ’
Stezenie sSCD89 w surowicy krwi 71,16 £ 22,84 69,83 £ 19,55 0.666
(ng/ml) 69,9 [51,7-87,0] 68,0 [49,0-82,8] ’
Stezenie CD89 w moczu 23,28 £22,84 27,38 £30,15 0.441
(ng/mg kreatyniny) 14,8 [8,6-26,1] 23,719,5-31,5] ’
Stezenie CD71 w moczu 4,374 £ 6,504 2,434 £ 3,611 0.065
(ng/mg kreatyniny) 2,05 [1,16-3,90] 1,02 [0,69-2,94] ’
Stezenie TG2 w moczu 1,169 + 0,842 1,316 £ 1,179 0.874
(ng/mg kreatyniny) 0,93 [0,57-1,37] 0,93 [0,62-1,68] ’

Dane przedstawiono w tabeli jako $rednia &+ odchylenie standardowe oraz mediana [IQR]

U pacjentow z nefropatia IgA, u ktorych wystgpowala erytrocyturia, obserwowano
istotnie statystycznie wyzsze stg¢zenie Gd-IgA1 w surowicy krwi niz u pacjentow bez obecnej
erytrocyturii. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w zakresie stezen pozostatych

badanych biomarkerow w zaleznosci od obecnosci erytrocyturii.
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5.9 Ocena zalezno$ci pomi¢dzy badanymi biomarkerami a funkcja filtracyjna

nerek

W Tabeli 15 przedstawiono wyniki analizy korelacji pomiedzy ekspresjg receptora CD89
na monocytach i neutrofilach oraz st¢zeniami badanych biomarkerow w surowicy krwi i moczu

a wielko$cig przesagczania ktebuszkowego (eGFR) obserwowang w dniu badania.

Tabela 15. Korelacje pomigdzy badanymi biomarkerami a wielko$cig przesaczania

ktebuszkowego (eGFR).
Biomarker eGFR (ml/min/1,73m?)
Ekspresja CD89 na monocytach (Srednia liczba cz. CD89 / komorke) r=0,124, p=0,400
Ekspresja CD89 na neutrofilach ($rednia liczba cz. CD89 / komorke) r=0,156, p=0,289
Stezenie Gd-IgA1 w surowicy krwi (pg/ml) r=-0,288, p=0,047
Stezenie sSCD89 w surowicy krwi (ng/ml) r=-0,117, p=0,426
Stezenie CD89 w moczu (ng/mg kreatyniny) r=-0,015, p=0,917
Stezenie CD71 w moczu (ng/mg kreatyniny) r=-0,289, p=0,047
Stezenie TG2 w moczu (ng/mg kreatyniny) r=-0,283, p=0,051

W grupie badanej obserwowano istotne statystycznie stabe ujemne korelacje pomig¢dzy
wielko$cig przesaczana kiebuszkowego (eGFR) a stezeniami Gd-IgAl w surowicy krwi
(r=-0,288, p=0,047) oraz CD71 (r=-0,289, p=0,047) w moczu. Nie stwierdzono innych
istotnych korelacji pomiedzy wielkos$cia przesaczania klebuszkowego a analizowanymi

biomarkerami.

5.10 Zaawansowanie zmian histopatologicznych a biomarkery

Nie stwierdzono zaleznosci pomig¢dzy stopniem zaawansowania zmian nieodwracalnych
opisanych w badaniu histopatologicznym bioptatéw nerek a analizowanymi biomarkerami.

Wyniki analizy przedstawiono w Tabeli 16.
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Tabela 16. Zalezno$¢ badanych biomarkerow od zmian nieodwracalnych

stwierdzonych w badaniu histopatologicznym bioptatéw nerek.

S=0 T=0 S=1T=0 S=1T=1

Ekspresja CD89 na
monocytach ($rednia liczba
cz. CD89 / komorke)
Ekspresja CD89 na

neutrofilach ($rednia liczba
cz. CD89 / komorke)

4311 + 1523 4243 + 1940 4864 + 821
4470 [3520-5680] 4170 [3300-5060] 4690 [4360-5530]

3322 + 1589 3323 + 1682 3889 + 1671
3550 [2060-4670] 3090 [2430-3940] 3170 [2610-3950]

Stezenie Gd-IgA1 w 6,044 = 4,184 7,129 + 5,048 6,195 + 2,657
surowicy krwi (ug/ml) 4,601[2,53-8,77] 6,03 [2,90-1024] 5,81 [4,23-6,71]
Stezenie SCD89 w surowicy 67,26 = 23,16 7433 + 21,07 64,48 + 20,69
krwi (ng/ml) 61,1 [47,5-82,9]  70,4[57,3-89,1] 59,3 [48,6-80,1]
Stezenie CD89 w moczu 16,75+ 9,13 24,17+ 23,94 35,44 + 38,26
(ng/mg kreatyniny) 11,9[9,6-23,9] 16,6 [6,4-33,5] 24,8 [14,9-31,5]
Stezenie CD71 w moczu 1,907 + 1,458 4,162 + 6,968 3,800 + 4,489
(ng/mg kreatyniny) 1,8410,70-3,09] 1,23 [0,66-2,71] 2,33 [0,75-4,58]
Stezenie TG2 w moczu 1,283 + 1,506 1,169 + 0,840 1,308 + 0,598
(ng/mg kreatyniny) 0,56 [0,50-1,51] 0,93 [0,62-1,36] 1,22 [0,93-1,68]

Warto$¢ p

0,283

0,896

0,869

0,313

0,326

0,782

0,197

Dane przedstawiono w tabeli jako $rednia + odchylenie standardowe oraz mediana [IQR]

5.11 Ocena przebiegu klinicznego choroby

Oceniono przebieg kliniczny nefropatii IgA w okresie od wykonania biopsji nerki do

utraty czynnosci nerek (5 pacjentéw, 10,4%) lub konca obserwacji w badaniu (od 2 do 154

miesiecy, mediana 44,5 [26-61] miesiecy).

Przeanalizowano cz¢sto$¢ wystgpowania pogorszenia funkcji nerek do wartosci ponizej

30 ml/min/1,73m? u pacjentdw z réznym stopniem zaawansowania zmian nieodwracalnych

w badaniu histopatologicznym i zaobserwowano niekorzystny wplyw obecnos$ci tych zmian

(p<0,001, Rycina 4). Dane przedstawiono w tabeli 17.
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Rycina 4. Poréwnanie czgstosci ubytku funkcji filtracyjnej nerek ponizej
30 ml/min/1,73m2 u pacjentdow roéznym stopniem zaawansowania zmian
nieodwracalnych w badaniu histopatologicznym (p<0,001).

Tabela 17. Zalezno$¢ czasu zachowania czynnosci nerek w zaleznosci od stopnia
zaawansowania zmian nieodwracalnych w badaniu histopatologicznym.

S=0 T=0 S=1T=0 S=1T=1
Calkowity czas obserwacji
od biopsji nerki (miesiecy) 35 [23-59] 46 [32-75] 23 [7-41]
Liczba 0s6b z progresja
przewlektej choroby nerek 0 10 (37,0%) 6 (60,0%)

do eGFR<30 ml/min/1,73m?
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U 32 pacjentéow (66,7%) w catlym okresie obserwacji utrzymywal si¢ biatkomocz
>0,3 g/dobg. U 13 (27,1%) chorych uzyskano remisj¢ biatkomoczu do wartosci <0,3 g/dobe.
U trzech pacjentéw (6,2%) nie stwierdzano biatkomoczu w calym okresie obserwacji. Nie
wykazano zwigzku pomigdzy nasileniem bialkomoczu a stopniem zaawansowania zmian

nieodwracalnych w badaniu histopatologicznym (p=0,269).

Oceniono rowniez przebieg kliniczny nefropatii [gA od momentu oceny biomarkerow
przez okres od 0 do 60 miesiecy (mediana 21,5 [13-31] miesigcy). W powyzszym okresie
u wiekszo$ci chorych stopien zaawansowania przewlektej choroby nerek nie ulegt zmianie.
Jedynie w przypadku 2 osob (4,2%), u ktorych w chwili wiaczenia stwierdzano prawidlowa
lub umiarkowanie obnizong funkcje filtracyjna, zaobserwowano pogorszenia funkcji
filtracyjnej ponizej do <30 ml/min/1,73m2, co spowodowalo brak mozliwosci oceny wartosci

predykcyjnej badanych biomarkerow na progresj¢ choroby.
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6 Omowienie i dyskusja

Nefropatia IgA to najczeSciej wystepujace zapalenie kiebuszkow nerkowych
w populacji [98]. Rozpoznawana jest na podstawie badania histopatologicznego wycinka nerki
pobranego w trakcie biopsji (skala MEST-C) [55]. Pomimo tagodnego przebiegu schytkowa
niewydolno$¢ nerek jest opisywana po 20 latach u 30-40% chorych [99].

Rozw¢j procesu zapalnego w kigbuszku stanowigcy podstawg patogenetyczna,
zwigzany jest z uposledzong galaktozylacjg regionu zawiasowego IgAl w surowicy krwi
pacjentdOw, nastepnie tworzeniem si¢ autoprzeciwcial, a w konsekwencji kompleksow
immunologicznych. Osadzanie si¢ kompleksow w mezangium klebuszkow nerkowych
prowadzi do aktywacji uktadu dopelniacza i produkcji prozapalnych cytokin, co skutkuje
rozplemem komoérek mezangium 1 przybytkiem macierzy. Toczacy si¢ proces zapalny
doprowadza w konsekwencji do twardnienia ktebuszkow nerkowych i1 witdknienia tkanki

srédmiazszowej [22].

Aktualnie brakuje zwalidowanych biomarkeréw klinicznych, umozliwiajacych
rozpoznanie choroby i jej nasilenie [83]. W niniejszej pracy podjeto probe oceny potencjalnych
biomarkeréw oraz okreslenia zalezno$ci pomigdzy ich ekspresja i/lub stezeniem a aktywnoscia
choroby, funkcja filtracyjng nerek, zmianami histopatologicznymi wycinka pobranego

w trakcie biopsji nerki oraz progresja przewlektej choroby nerek.

6.1 Parametry kliniczne i obraz histopatologiczny

W przedstawionym badaniu przeanalizowano obrazy histopatologiczne bioptatow
nerek pacjentow z nefropatia IgA wg skali MEST-C [55]. W znakomitej wigkszoS$ci bioptatow
stwierdzono zwigkszenie komdrkowosci mezangium (89,6%), a tylko w nielicznych (18,8%)
zwigkszenie komorkowosci wewnatrzwlosniczkowej. Segmentalne twardnienie obserwowano

u 77,1% chorych, natomiast wtdknienie zrgbu 1 zanik cewek wsrdd 20,8% chorych.

Berg i wsp. [100] w swojej pracy zaobserwowali, ze pacjenci pediatryczni
z niewielkim/umiarkowanym zwigkszeniem objetosci oraz proliferacja komoérek mezangium
mieli nizszy wspdlczynnik filtracji kigbuszkowej niz pacjenci bez zmian mezangialnych.
Z kolei Widstam-Attorp 1 wsp. [ 101] nie stwierdzili zaleznosci pomigdzy zmianami aktywnymi
w badaniu histopatologicznym bioptatow a funkcja filtracyjng nerek oraz bialkomoczem.

W naszej pracy, w zwigzku z réznicami w okresie czasu, ktory uptynal od biopsji nerek do
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wlaczenia chorych do badania, nie analizowano cech aktywnych tj. rozplemu mezangium oraz
zwiekszenia komodrkowosci wewnatrzwlo$niczkowej. Ocenie poddano natomiast cechy
nieodwracalne: obecno$¢ segmentalnego twardnienia kigbuszkow, a takze witoknienia zrgbu

oraz zaniku cewek, i ich zwigzek z aktywno$cig choroby.

W przedstawionym badaniu analizie poddane zostaly dane kliniczne pacjentow
z okresu okolobiopsyjnego. Srednie stezenie kreatyniny w surowicy krwi u pacjentdw
wynosito 1,34 mg/dl, co odpowiadalo eGFR $rednio 67,8 ml/min/1,73m?>. Pacjenci
z uposledzong funkcja filtracyjng nerek w okresie wykonywania biopsji nerki (definiowang
jako eGFR <60 ml/min/1,73m?) stanowili 37,5% chorych. U wiekszosci (93,8%) pacjentow
w okresie okolobiopsyjnym stwierdzono biatkomocz, u 79,2% byt to biatkomocz

subnerczycowy, natomiast u 14,6% nerczycowy.

W przeprowadzonym badaniu czynno$¢ nerek w czasie biopsji w sposob istotny
wigzala si¢ z obecnosciag segmentalnego twardnienia klgbuszkéw oraz widknienia zrgbu
1 zaniku cewek w bioptatach nerek. Przedstawione obserwacje sa zgodne z danymi dostepnymi
w literaturze. Berg i wsp. [100] wykazali, ze pacjenci z segmentalnym twardnieniem
ktebuszkdéw oraz widknieniem zrebu i zanikiem cewek mieli istotnie statystycznie nizszy eGFR
w pordwnaniu z pacjentami bez obecnosci tych cech w badaniu histopatologicznym. Podobnie
Widstam-Attorps 1 wsp. [101] stwierdzili, ze nizszy GFR 1 wigkszy biatlkomocz obserwowany
byl u pacjentow z bardziej zaawansowanymi wstecznymi zmianami morfologicznymi.
Segmentalne twardnienie kiebuszkow korelowalo z funkcjg filtracyjng nerek oraz

biatkomoczem, podczas gdy twardnienie globalne jedynie z GFR.

6.2 Czynniki rokownicze oceniane w biopsji nerki

W pracy przeanalizowano takze czgsto$¢ wystapienia pogorszenia funkcji filtracyjnej
nerek (do wartoéci ponizej 30 ml/min/1,73m?) w czasie kilkuletniej obserwacji u pacjentow
z nefropatig IgA z rdéZznym stopniem zaawansowania zmian nieodwracalnych w badaniu
histopatologicznym 1 zaobserwowano niekorzystny wpltyw obecnosci tych zmian.
W stosowanej powszechnie klasyfikacji oksfordzkiej (skala MEST-C) [55] obecno$¢
segmentalnego twardnienia kiebuszkoOw wigzana jest z szybszg utrata funkcji nerek. Podobnie
wloknienie zrebu 1 zanik cewek, stwierdzane w badaniu histopatologicznym predysponuja
w kierunku krétszego przezycia nerek. Alamartine E i wsp. [102] w swojej pracy udowodnili,

ze obecnos$¢ powyzszych cech miala istotny statystycznie zwiazek z progresja oraz gorszym
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rokowaniem przewlektej choroby nerek. Podobnie Coppo i wsp. [103] obserwowali, ze
twardnienie klebuszkow nerkowych oraz witoknienie zrgbu i1 zanik cewek sg silnymi

niezaleznymi predyktorami progresji przewlektej choroby nerek w analizie wieloczynnikowe;.

W literaturze dostgpne sa réwniez prace oceniajace przebieg kliniczny choroby
w zaleznos$ci od obecno$ci zmian aktywnych w biopsji nerki. D’ Amico 1 wsp. [104] w swoim
badaniu wykazali, ze progresja przewlekiej choroby nerek byla szybsza u pacjentow
z rozproszong i globalng proliferacja mezangium. Odmienne wyniki zaprezentowali Coppo
i wsp. [103] oraz Alamartine E i wsp. [102] wykazujac, Zze proliferacja mezangium nie jest
istotnie zwigzana z niekorzystnym rokowaniem. Podobne obserwacje w swojej pracy
opublikowali Kaihan A i wsp. [105], opisujac, ze cechy E, S i T byly istotnie zwigzane
z niekorzystnym rokowaniem, podczas gdy cecha M nie byla zwigzana z pogorszeniem
czynnos$ci nerek. W naszej pracy nie analizowano zalezno$ci pomi¢dzy zmianami aktywnymi
a przebiegiem klinicznym choroby, z uwagi na r6zny czas, ktory uptynat od wykonania biopsji

do wilaczenia pacjentow do badania.

6.3 Ekspresja receptora CD89 na neutrofilach i monocytach

Jednym z biomarkeréw aktywnos$ci choroby jest ekspresja receptora CD89, ktéry moze
wystepowaé zardowno na komorkach krwi obwodowej, m.in. neutrofilach i monocytach, jak
réwniez w formie rozpuszczonej w osoczu. Wigze si¢ on z Gd-IgA1, powodujac uwalnianie
rozpuszczalnego sCDS89, tworzenie si¢ komplekséw sCD89-Gd-IgAl, a nastgpnie ich
odktadanie si¢ w mezangium i1 stymulacje¢ reakcji zapalnej [24]. W badaniu oceniono ekspresje
receptora CD89 na neutrofilach oraz monocytach krwi obwodowe;j. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic w poziomie ekspresji CD89 na neutrofilach oraz monocytach pomiedzy
grupa badang a grupa kontrolng. W dostepnej literaturze dostgpne sa dwie publikacje
oceniajace ekspresje CD89 na komorkach [26,106]. W obu pracach, inaczej niz w naszej pracy,
wykazano zmniejszong ekspresj¢ CD89 na monocytach krwi a takze na neutrofilach.
Dodatkowo zaobserwowano, ze zmniejszona ekspresja CD89 na monocytach korelowata
z bardziej zaawansowanymi zmianami histopatologicznymi w bioptatach nerek i wyjsciowa
czynnoscig nerek, co wedlug autoréw pozwalato na identyfikacj¢ pacjentow o gorszym
rokowaniu [26]. Rdéznice pomigdzy uzyskanymi wynikami a cytowanymi pracami moga
wynika¢ z faktu, Zze do naszego badania zakwalifikowano nie tylko pacjentoéw z choroba
rozpoznang de novo (tak jak w poréwnywanych pracach), ale takze chorych w trakcie leczenia

immunosupresyjnego. Ponadto w pracy Esteve Cols 1 wsp. [26] ekspresja receptora CD89
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zostala przeprowadzona na subpopulacji monocytow ,,nieklasycznych” CD14(low) CD16(+),
ktorych wystepowanie, zgodnie z dostepng literatura, jest zwickszone u wszystkich badanych

pacjentow z IgAN, mimo ze calkowita liczba monocytéw pozostaje niezmieniona [107].

6.4 Stezenia biomarker6w w surowicy

Za potencjalny marker aktywno$ci nefropatii IgA uwazane jest rdwniez stezenie
niedogalaktozylowanej IgA 1. Do jej powstania prowadzi nieprawidtowy proces galaktozylacji
w regionie zawiasowym (O-glikozylacji), ktoremu przypisuje si¢ obecnie kluczowa role
w patogenezie I[gAN [108]. W niniejszym badaniu nie wykazano istotnej statystycznie roznicy
w stezeniu Gd-IgA1 pomigdzy grupa badang a kontrolng. W dostepnych w literaturze pracach
stezenia Gd-IgA1 byly wyzsze u pacjentow z nefropatig IgA w poréwnaniu z grupa kontrolng
[16,17,109-111]. Réznice moga wynika¢ z faktu, ze w naszej pracy do grupy badanej
kwalifikowano pacjentdow na réznych etapach leczenia nefropatii IgA, zaré6wno z choroba
rozpoznang de novo, jak i juz w trakcie leczenia, ktore moglo stanowi¢ przyczyng zmniejszenia

stezenia Gd-IgA1 w surowicy.

W naszej pracy oceniono réwniez stgzenie rozpuszczalnego CD89 (sCD89)
w surowicy, stwierdzajac wyzsze ste¢zenie sCD89 u pacjentéw z IgAN w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Uzyskane w prezentowanej analizie wyniki sa zblizone do opisywanych
w publikacjach innych autorow. W jednej z prac analizowano grup¢ pacjentéw pediatrycznych
stwierdzajac znacznie podwyzszone st¢zenie sCD89 w surowicy w poréwnaniu z grupa
kontrolng [111]. Haiting 1 wsp. [112] takze obserwowali wyzsze stezenie sCD89 zwigzanych
w kompleksach sCD89-IgA w surowicy chorych na nefropatie IgA, nie poddawanych

wczesniej leczeniu immunosupresyjnemu, w porownaniu z grupg kontrolng.

Vuong 1 wsp. [113] wykazali istotng statystycznie réznice pomiedzy stezeniami
kompleksow sCD89-IgA w surowicy chorych z progresja choroby w poréwnaniu z chorymi
bez progresji. Pacjenci z I[gAN, u ktorych nie obserwowano progresji choroby, mieli stabilne,
ale wysokie stezenie sCD89 w ciggu 5-15 lat obserwacji w przeciwienstwie do stabilnych, ale
niskich stgzen sCD89 w grupie ze stwierdzang progresja choroby. Berthelot i wsp. [114] ocenili
stezenie sCD89-IgA u pacjentow po transplantacji nerki stwierdzajac, ze nawrot choroby
w nerce przeszczepione] u tych chorych byt zwigzany z wyzszymi stezeniami krazacych

kompleksow sCD89-1gA.
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Z kolei Jhee 1 wsp. [115] nie wykazali zwigzku pomiedzy stgzeniem komplekséw
sCD89-Gd-IgAl a progresja przewlekiej choroby nerek w IgAN. W naszym badaniu odlegle
rokowanie dotyczace progresji przewleklej choroby nerek nie zalezato od stezenia sCD8&9,
natomiast nie oceniano stezenia komplekséw sCD89 z rozrdznieniem na wolng czasteczke

1 zwigzang w kompleksach z GdIgAl.

6.5 Stezenia biomarkerow w moczu

Stezenie CD89 oceniono takze w moczu. W grupie badanej stwierdzono istotnie
statystycznie wyzsze st¢zenie CD89 w przeliczeniu na miligram wydalanej kreatyniny
w pordéwnaniu z grupg kontrolng. Dostgpna jest tylko jedna praca oceniajagca stezenie CD89
w moczu [27]. Moresco 1 wsp. [27] wykazali, ze stezenie CD89 w moczu bylo istotnie nizsze
u pacjentdw z aktywnym procesem chorobowym w poroéwnaniu z pacjentami w catkowitej lub
czgsciowej remisji. Grupa ta nie zostala jednak poréwnana do zdrowej grupy kontrolne;j.
Nizsze st¢zenie receptora CD89 w moczu w grupie z aktywng chorobg zostato w cytowanej
pracy uzasadnione faktem, ze aktywny proces zapalny powodowat ,,zuzycie” CD89 w nerkach.
W naszej pracy stwierdzono wysokie st¢zenia sCD89 w surowicy u pacjentow z nefropatig IgA.
Ten fakt oraz istnienie aktywnego procesu zapalnego w nerce moze naszym zdaniem by¢

przyczyna przedostawania si¢ duzych ilosci CD89 do moczu.

Transferyna 1 (CD71, TfR) jest receptorem zlokalizowanym na komorkach
mezangium, ktéry wigze kompleksy sCD89-Gd-IgAl, aktywujac enzym transglutaminaze 2
(TG2)[116]. W naszym badaniu obserwowano wyzsze stezenie CD71 u pacjentow z nefropatia
IgA w porownaniu z grupg kontrolng. Obserwacje dotyczace receptora CD71 sg zgodne
z danymi dostgpnymi w literaturze. Delanghe i wsp. [117] réwniez wykazali, Ze stezenie CD71
w moczu byto wyzsze u pacjentdw z nefropatig IgA niz u oséb zdrowych. Udowodnili takze,
ze stezenia CD71 byly znacznie wyzsze u pacjentdéw z aktywna IgAN w poréwnaniu z
pacjentami, ktorzy uzyskali cze$§ciowg lub catkowitg remisje¢ oraz chorymi z innymi typami

glomerulopatii.

Aktywacja enzymu transglutaminazy 2 (TG2) powoduje jego przemieszczenie do blony
komorek mezangium, ich pobudzenie i produkcje cytokin zapalnych [31]. W naszym badaniu
poddano analizie stezenie TG2 w moczu jako potencjalnego biomarkera aktywnos$ci choroby.
Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy w stezeniu TG2 pomig¢dzy grupa badang

a kontrolng. Do tej pory opublikowano tylko jedno badanie, w ktorym autorzy obserwowali
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nizsze stezenie TG2 u pacjentow z aktywnym procesem chorobowym w poréwnaniu
z pacjentami w catkowitej lub czesciowej remisji. Grupa ta nie zostata porownana do zdrowe;j
grupy kontrolnej [27]. Roznice moga wynikaé ze stosunkowo nielicznej grupy badanej

w naszej pracy oraz faktu prowadzenia leczenia immunosupresyjnego u niektdrych chorych.

6.6 Zalezno$¢ stezen poszczegolnych biomarkeréw w moczu i surowicy

W przedstawionej pracy oceniono korelacje pomigdzy badanymi biomarkerami
w grupach badanej oraz kontrolnej. Zaobserwowano silng dodatnig korelacj¢ pomiedzy
natezeniem ekspresji CD89 na neutrofilach oraz na monocytach w grupie badanej, a takze
dodatnig, ale nieco stabsza w grupie kontrolnej. W literaturze nie ma dost¢gpnych prac
opisujacych przedstawione zalezno$ci. Cambier i wsp. [111] przedstawili natomiast ujemng
korelacj¢ pomigdzy ekspresja CD89 na monocytach a stezeniem sCD89 w surowicy. W naszej

pracy nie zaobserwowano powyzszej korelacji.

W naszym badaniu uwidoczniono takze istotne statystycznie korelacje pomiedzy
trzema biomarkerami ocenianymi w moczu, tj. CD89, CD71 oraz TG2 w grupie badane;j,
a takze w kontrolnej. W dostepne;j literaturze podobne wyniki otrzymali Moresco i wsp. [27],
stwierdzajac jedynie istotng statystycznie dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem CD89 oraz

TG2 w moczu.

6.7 Wplyw terapii glikokortykosteroidami na ekspresje i/lub stezenia badanych

biomarkerow

W przypadku 14 pacjentow (29,2%) w momencie wiaczenia do badania stwierdzono
nieznacznie nasilong neutrocytoze (Srednio 8,3 tys/ul). Zaobserwowano, ze w sposob istotny
wigzala si¢ ona z terapig glikokortykosteroidami. Przedstawione wyniki sg zgodne z dostepna

literaturg. Podobne spostrzezenia w swoich pracach opisali Frenkel i wsp. [118,119].

W badaniu przeanalizowano wptyw glikokortykosteroidoterapii na ekspresje¢ i/lub
stezenie badanych biomarkerow. Zaobserwowano, ze w grupie stosujacej GKS stezenie
Gd-IgA1 w surowicy krwi oraz stezenie CD89 w moczu byly mniejsze w poroOwnaniu z grupa,
ktdra nie otrzymata leczenia. Podobne wyniki u pacjentéw po przeszczepieniu nerki otrzymali
Kim i1 wsp. [120], obserwujac istotne zmniejszenie stezenia Gd-IgA1 u pacjentéw poddanych
glikokortykosteroidoterapii. W literaturze nie sa dostgpne prace opisujace wplyw terapii GKS

na stezenie CD89 w moczu.
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6.8 Wplyw badanych biomarker6w na obraz kliniczny i przebieg IgAN

6.8.1 Wykladniki kliniczne aktywnosci choroby a ekspresja i/lub stezenia badanych

biomarkerow

W naszym badaniu poddano ocenie ekspresje i/lub st¢zenie badanych biomarkerow

w zaleznosci od aktywnosci choroby.

W grupie badanej obserwowano istotne ujemne korelacje pomiedzy stezeniem albumin
a stezeniami CD71 oraz TG2 w moczu. W badaniach dostgpnych w literaturze nie oceniano

korelacji pomig¢dzy stezeniem wyzej wymienionych biomarkerow a stezeniem albumin.

Rownoczesnie obserwowano istotne statystycznie ujemne korelacje pomigdzy
stezeniem biatka catkowitego a stezeniem sCD89 w surowicy krwi, a takze stgzeniami CD89

oraz CD71 w moczu. W dostepnej literaturze réwniez te zalezno$ci nie byly oceniane.

Ponadto stwierdzono istotne statystycznie dodatnie korelacje pomiedzy nasileniem
biatkomoczu a stezeniami CD89, CD71 oraz TG2 w moczu. W badaniach przeprowadzonych
przez innych badaczy obserwowano istotng statystycznie ujemng korelacje pomigdzy
stezeniami CD89 i TG2 a nasileniem biatkomoczu [27], jednakze w badaniu tym grupe
kontrolng stanowili pacjenci w remisji choroby, a probki moczu pobierane byly w momencie
postawienia rozpoznania — inaczej niz u nas — przed leczeniem. Obserwacje dotyczace st¢zenia
CD71 1 biatkomoczu sg zgodne z wynikami prac dostepnych w literaturze. Delanghe 1 wsp.
[117] rowniez obserwowali dodatnig korelacje¢ pomiedzy stgzeniem CD71 w moczu

a nasileniem biatkomoczu.

W przeprowadzonym badaniu u pacjentéw z nefropatig IgA, u ktorych wystgpowala
erytrocyturia, obserwowano istotnie statystycznie wyzsze stezenie Gd-IgA1 w surowicy krwi
niz u pacjentow bez erytrocyturii. Podobne wnioski w swojej pracy przedstawili Suzuki
1 wsp. [121], ktoérzy obserwowali dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem Gd-IgAl

a natgzeniem krwinkomoczu.

6.8.2 Czynnos¢ nerek a ekspresja i/lub stezenia badanych biomarkeréw

W grupie badanej obserwowano istotne statystycznie stabe ujemne korelacje pomiedzy
wielko$cig przesaczana kiebuszkowego (eGFR) a stezeniami Gd-IgA1 w surowicy krwi oraz

CD71 w moczu. W dostepnej literaturze Kim i wsp. [110] rowniez zaobserwowali staba ujemna
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korelacje pomiedzy stezeniem Gd-IgA1 a wspotczynnikiem filtracji kiebuszkowej (eGFR).
Natomiast w pracy Bagchi i wsp. [122] nie stwierdzano zalezno$ci pomiedzy stezeniem IgA 1

a funkcja filtracyjng nerek.

6.8.3 Ocena histopatologiczna bioptatow nerek a ekspresja i/lub stezenia badanych

biomarkerow u pacjentow z nefropatia IgA

W  przeprowadzonej pracy nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy stopniem
zaawansowania zmian nieodwracalnych opisanych w badaniu histopatologicznym bioptatéw

nerek a analizowanymi biomarkerami.

Kim i wsp. [110] w swojej pracy obserwowali istotng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem
Gd-IgA1l a widknieniem zrebu i zanikiem cewek. Podobnie Wada i wsp. stwierdzili istotng
zalezno$¢ pomiedzy stezeniem Gd-IgAl a segmentalnym twardnieniem kigbuszkow oraz

wiloknieniem zr¢bu 1 zanikiem cewek[123].
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7 Whnioski

Na podstawie badan przeprowadzonych w grupie chorych z nefropatiag 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.
Do diagnostyki nefropatii [gA moze by¢ réwniez potencjalnie wykorzystana ocena
stezenia tranferyny 1 (CD71, TfR) w moczu metoda ELISA.

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

Stwierdzone korelacje pomiedzy st¢zeniem rozpuszczalnego receptora CD89
(sCD89) w surowicy oraz receptora CD89 i CD71 w moczu a stezeniem biatka
catkowitego oraz pomiedzy stezeniem receptoréw CD89 oraz CD71 w moczu
a nasileniem bialkomoczu pozwalaja na wykorzystanie CD89 i CD71 w ocenie
aktywno$ci choroby.

Stezenie Gd-IgA1l w surowicy oraz CD71 w moczu zaleza od funkcji filtracyjnej
nerek.

Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy ekspresja i/lub stg¢zeniem badanych
biomarkeréw a zmianami histopatologicznymi w bioptatach nerek.

Dodatkowo w przeprowadzonym badaniu potwierdzono, Ze zmiany nieodwracalne
stwierdzone w badaniu histopatologicznym bioptatdow nerek majg niekorzystny

wpltyw na postep przewlektej choroby nerek.
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8 Streszczenie

Wstep

Nefropatia IgA jest najczg$cie] wystepujacym pierwotnym zapaleniem kiebuszkow
nerkowych na $wiecie 1 jedng z glownych przyczyn schylkowej niewydolnosci nerek
w przebiegu glomerulopatii pierwotnych. Pomimo tagodnego przebiegu choroby schytkowa

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

Podstawa diagnostyki nefropatii IgA jest stwierdzenie w badaniu histopatologicznym
bioptatu nerki obecnosci ztogdw immunologicznych zawierajacych IgA w kigbuszkach
nerkowych. Choroba manifestuje si¢ szerokim spektrum obrazéw klinicznych: od
bezobjawowego krwinkomoczu do gwattownie postepujacego kiebuszkowego zapalenia nerek.
U cze$ci chorych z nefropatig IgA w miare uptywu czasu dochodzi do rozwoju nadci$nienia

tetniczego oraz nasilenia biatkomoczu.

Aktualnie nie sg dostgpne nieinwazyjne biomarkery umozliwiajace diagnostyke oraz
ocen¢ aktywnos$ci i rokowania u pacjentow z nefropatig IgA. Uwaza si¢, ze kluczowa rolg
w patogenezie nefropatii IgA odgrywa niedogalaktozylowana czasteczka immunoglobuliny
IgAl (Gd-IgAl), indukujagca powstanie autoprzeciwcial 1 tworzenie zlogow
immunologicznych w klebuszkach nerkowych. Dodatkowo wskazuje si¢ na znaczenie jej
oddziatywania z receptorem CD89, prowadzace do uwalniania rozpuszczalnej formy CD89
(sCD89). Interakcja pomigdzy 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 byta ocena przydatnosci oznaczen ekspresji 1/lub
stezenia wybranych biomarkerow dla diagnostyki i rozpoznania nefropatii IgA, monitorowania
jej aktywnosci i 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-IgA11sCD89 w surowicy krwi oraz CD89,
CD71 1 TG2 moczu. Przeanalizowano zalezno$ci pomiedzy wszystkimi badanymi

biomarkerami oraz zmianami histopatologicznymi stwierdzonymi w bioptatach nerek.
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Metody

Do badania zostali wlaczeni pacjenci pozostajacy pod opieka Kliniki Nefrologii
i 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 1 TG2 w moczu oceniono
z wykorzystaniem metody immunoenzymatycznej ELISA. W analizie wynikow uwzglednione
zostaty dane demograficzne oraz kliniczne, w tym wykladniki postepu przewlektej choroby

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

W grupie badanej obserwowano istotnie wyzsze stgzenie sSCD89 (p<0,001) w surowicy
krwi oraz wyzsze stezenia CD89 (p<0,001) i CD71 (p=0,014) w moczu w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Nie wykazano istotnych statystycznie r6znic w stezeniu Gd-IgA1 w surowicy krwi
oraz TG2 w moczu pomigdzy grupami. Rownoczesnie nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w poziomie ekspresji CD89 na neutrofilach i monocytach krwi obwodowej pomiedzy

grupami.

Obserwowano istotne statystycznie ujemne korelacje pomigdzy st¢zeniem albumin
a stezeniami CD71 (1=-0,437, p=0,002) oraz TG2 (r=-0,346, p=0,016) w moczu. Rd6wnoczesnie
stwierdzono istotne statystycznie ujemne korelacje pomigdzy stgzeniem 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 pomi¢dzy nasileniem biatkomoczu a st¢zeniami 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 analize wptywu stosowania terapii immunosupresyjnej na badane
biomarkery. Stwierdzono, ze stosowanie glikokortykosteroidoterapii powoduje zmniejszenie
stezenia Gd-IgA1l 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$¢ pomigdzy wystgpowaniem cech nieodwracalnych,

tj. segmentalnego twardnienia kigbuszkow oraz widknienia zrgbu i1 zaniku cewek nerkowych
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a uposledzeniem funkcji filtracyjnej w okresie okotobiopsyjnym. Nie stwierdzono zaleznos$ci

pomiedzy stopniem zaawansowania zmian nieodwracalnych a analizowanymi biomarkerami.

Oceniono przebieg kliniczny nefropatii IgA w okresie od wykonania biopsji nerki do

utraty czynno$ci nerek lub konca obserwacji w badaniu (od 2 do 154 miesigcy, mediana 44,5

[26-61] miesiecy). Zaobserwowano niekorzystny wptyw obecnosci zmian nieodwracalnych

w badaniu histopatologicznym na czg¢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, zZe:

1.

Ocena stezenia rozpuszczalnego receptora CD89 (sCD89) w surowicy krwi oraz
w moczu metodg ELISA moze znalez¢ zastosowanie w diagnostyce nefropatii IgA.
Do diagnostyki nefropatii [gA moze by¢ réwniez potencjalnie wykorzystana ocena
stezenia tranferyny 1 (CD71, TfR) w moczu metodg ELISA.

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

Stwierdzone korelacje pomiedzy stezeniem rozpuszczalnego receptora CD89
(sCD89) w surowicy oraz receptora CD89 i CD71 w moczu a stezeniem biatka
catkowitego oraz pomiedzy stezeniem receptoréw CD89 oraz CD71 w moczu
a nasileniem biatkomoczu pozwalaja na wykorzystanie CD89 i CD71 w ocenie
aktywnosci choroby.

Stezenie Gd-IgA1 w surowicy oraz CD71 w moczu zaleza od funkcji filtracyjnej
nerek.

Nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy ekspresja i/lub stezeniem badanych
biomarkeréw a zmianami histopatologicznymi w bioptatach nerek.

Dodatkowo w przeprowadzonym badaniu potwierdzono, ze zmiany nieodwracalne
stwierdzone w badaniu histopatologicznym bioptatow nerek maja niekorzystny

wplyw na postep przewlektej choroby nerek.
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9 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
IgA1l (Gd-IgAl) 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 Wroclaw with histopathologically
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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 (r=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-IgAT1 in the blood serum (p=0.028) and CD89 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.
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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.

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

The significance of the CD89 receptor expression on neutrophils and monocytes, as well
as serum concentration of galactose-deficient IgA1 (Gd-IgA1) or urine concentration of
transglutaminase 2 (TG2) enzyme, for the diagnosis of IgA nephropathy has not been
confirmed.

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.

Serum Gd-IgA1 and urine CD71 concentrations depend on the renal filtration function.
No relationship was found between the expression and/or concentration of the biomarkers
tested and histopathological changes in kidney biopsies.

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.
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10 Spis rycin

Rycina 1.
Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.

Przyktadowa analiza probki krwi z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;.

Przyktadowa analiza referencyjnego zestawu Quantibrite™ PE Phycoerytin
Fluorescence Quantitation Kit (Becton Dickinson).

Funkcja filtracyjna nerek w zalezno$ci od stopnia zaawansowania zmian
o charakterze nieodwracalnym w badaniu histopatologicznym bioptatow nerek.

Poréwnanie czestosci  ubytku  funkcji  filtracyjnej nerek  ponizej
30 ml/min/1,73m2 u pacjentéw roéznym stopniem zaawansowania zmian
nieodwracalnych w badaniu histopatologicznym (p<0,001).
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11 Spis tabel

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.
Tabela 5.
Tabela 6.
Tabela 7.
Tabela 8.
Tabela 9.

Tabela 10.
Tabela 11.

Tabela 12.
Tabela 13.

Tabela 14.
Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Nefropatia IgA — zmodyfikowana Klasyfikacja Oksfordzka, skala MEST-C
(2016 1.).

Czestos¢ obserwowanych obrazoéw histopatologicznych w bioptatach nerek
pacjentow wilaczonych do badania z podziatem na kategorie o r6znym stopniu
zaawansowania zmian o charakterze nieodwracalnym.

Zaleznos¢ pomiedzy stanem klinicznym w okresie okotobiopsyjnym
a nasileniem zmian nieodwracalnych w bioptacie nerki.

Parametry laboratoryjne grupy badanej w chwili wigczenia do badania.
Wyniki oznaczenia ekspresji receptora CD89 na neutrofilach oraz monocytach.
Wyniki oznaczenia ste¢zenia Gd-IgA1 oraz sCD89 w surowicy krwi.

Wyniki oznaczenia stezenia sCD89, CD71 oraz TG2 w moczu.

Macierz korelacji pomi¢dzy biomarkerami w grupie badane;.

Macierz korelacji pomigdzy biomarkerami w grupie kontrolne;.

Zalezno$¢ pomigdzy badanymi markerami a ptcig pacjentow.

Zalezno$¢ pomiedzy badanymi markerami a wiekiem pacjentdw oraz okresem
czasu od wykonania biopsji do przeprowadzenia badania.

Wptyw glikokortykosteroidoterapii (GKS) na badane biomarkery.

Macierz korelacji pomiedzy badanymi markerami a wyktadnikami aktywnosci
choroby.

Zalezno$¢ badanych biomarkeréw od obecnosci erytrocyturii.

Korelacje pomigdzy badanymi biomarkerami a wielkoScig przesaczania
kigbuszkowego (eGFR).

Zalezno$¢ badanych biomarkerow od zmian nieodwracalnych stwierdzonych
w badaniu histopatologicznym bioptatow nerek.

Zaleznos¢ czasu zachowania czynnos$ci nerek w zaleznosSci od stopnia
zaawansowania zmian nieodwracalnych w badaniu histopatologicznym.
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