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Rola przeciwcial anty-PLA2R w glomerulopatiach



Streszczenie

Wstep

Glomerulopatia bloniasta (MN) stanowi jedng z najczestszych przyczyn zespolu

nerczycowego U dorostych. Rokowanie odlegle zalezne jest od uzyskania remisji.

Choroba wystepuje w postaci pierwotnej oraz w postaci wtornej, pojawiajac
si¢ W przebiegu roéznych chorob ogolnoustrojowych — miedzy innymi nowotworow,

wirusowego zapalenia watroby i1 chor6éb autoimmunologicznych.

W postaci pierwotnej kluczowe znaczenie w patogenezie odgrywa antygen PLA2R —
receptor dla fosfolipazy A2 zlokalizowany na powierzchni podocyta. W 2009 r. w surowicy
chorych z rozpoznaniem pierwotnej MN zidentyfikowano autoprzeciwciata przeciwko temu

receptorowi (anty-PLAZ2R).

Przeciwciata anty-PLA2R wystepuja gléwnie w podklasie 1gG4 immunoglobulin.
Zuwagi na duzg swoisto$¢ (>90%) oraz czuto$¢ (70-80%) ich oznaczanie znajduje
zastosowanie w diagnostyce i monitorowaniu terapii pierwotnej MN. Obecnie dostepne testy
wykrywajace przeciwciala anty-PLA2R oparte sa na metodzie immunofluorescencji

posredniej (IFA) lub tescie immunoenzymatycznym (ELISA).

W zlogach immunologicznych wzdluz blony podstawnej w  badaniu

histopatologicznym biopunktatu nerki stwierdza si¢ obecnos$¢ antygenu PLA2R oraz IgG4.

U niektorych pacjentdow z postacig pierwotna glomerulopatii btoniastej (5-10%),
u ktorych nie stwierdza si¢ obecno$ci przeciwciatl anty-PLA2R w surowicy, wykazano
obecnos¢ przeciwcial klasy IgG4 skierowanych przeciwko innemu antygenowi btonowemu

podocytow — trombospondynie-1 z domeng 7A (THSD7A).



Cel

Celem badania byto okreslenie warto$ci oznaczen przeciwcial anty-PLAZ2R
w surowicy jako markeréw pierwotnego bloniastego klebuszkowego zapalenia nerek
w materiale Kliniki Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej we Wroclawiu, porownanie
wynikow oznaczen wykonywanych metodg immunofluorescencji posredniej i testem ELISA
oraz ocena zaleznos$ci oznaczen przeciwciatl anty-PLA2R w surowicy Kkrwi i aktywnosci
choroby. Zaplanowano réwniez ocen¢ wystepowania zlogdw antygenu PLA2R i 1gG4
W biopsji nerek pacjentow z rozpoznaniem glomerulopatii bloniastej i zaleznosci pomigdzy
nat¢zeniem reakcji immunohistochemicznej nerkowych ztogow PLA2R 1 1gG4 a aktywnoscia
btoniastego zapalenia nerek. Dodatkowo postanowiono sprawdzi¢ przydatnos¢ diagnostyczng

oznaczen przeciwciat anty-THSD7A w surowicy.
Material i metody

Badanie zostalo przeprowadzone u pacjentow Kliniki Nefrologii i Medycyny
Transplantacyjnej we Wroctawiu. Analizy wykonano u 50 pacjentow z rozpoznaniem
pierwotnej MN (grupa badana), 15 pacjentéw z rozpoznaniem wtoérnej MN, 138 pacjentéw
Z innymi pierwotnymi kiebuszkowymi zapaleniami nerek, 21 pacjentow z rozpoznaniem
toczniowego zapalenia nerek (klasa II, III, IV) oraz u 20 zdrowych ochotnikoéw. Do badania
obecnosci przeciwciat anty-PLA2R w surowicy wykorzystano dwa dostgpne komercyjnie
testy diagnostyczne - test immunofluorescencji posredniej (IFA, ocena poétilosciowa) oraz test
ELISA (ocena ilosciowa). U kazdego uczestnika badania pobierano surowice celem
oznaczenia obecnosci przeciwcial anty-PLA2R. U o0s6b z rozpoznaniem glomerulopatii
btoniastej pierwotnej i1 wtornej oraz wszystkich pozostatych, u ktoérych uzyskano wynik
dodatni lub niespecyficzng reakcje immunofluorescencji, oznaczenia obecnosci przeciwciat
wykonywano podczas kazdej wizyty w Klinice. U badanych z rozpoznaniem glomerulopatii
btoniastej pierwotnej oznaczano standardowe parametry laboratoryjne okreslajace aktywnos¢
kliniczng ktgbuszkowego zapalenia nerek (ste¢zenie w surowicy biatka catkowitego, albumin,
nasilenie biatkomoczu) podczas kazdej wizyty. Po 24 miesigcach od dnia wiaczenia
do badania w grupie badanej okreslano ubytek funkcji filtracyjnej nerek (wyrazony

obnizeniem eGFR) oraz nasilenie biatkomoczu.

Oznaczenia obecnosci antygenu PLA2R 1 IgG4 w kigbuszkowych zlogach

immunologicznych wykonywano metodg immunohistochemiczng przy uzyciu dostepnych



komercyjnie testow diagnostycznych. Material z archiwalnych biopsji nerek byt dostepny

u 32 osdb z rozpoznaniem pierwotnej MN.

Oznaczenia obecno$ci przeciwcial anty-THSD7A wykonywano przy uzyciu testu
immunofluorescencji posredniej (ocena podtilosciowa) jednorazowo u wszystkich uczestnikow

badania z rozpoznaniem glomerulopatii bloniastej pierwotnej 1 wtorne;.
Wyniki

W grupie glomerulopatii bloniastej pierwotnej obecno$¢ przeciwcial anty-PLAZ2R
stwierdzono u 64% pacjentow. W grupie kontrolnej oraz u pacjentdéw z innymi typami
ktebuszkowych zapalen nerek obecno$¢ przeciwcial wykazano u 6% pacjentow. W grupie
zdrowych uczestnikow obecnos$ci przeciwcial nie stwierdzono. Czuto$¢ i swoisto$¢ obu metod
wynosita odpowiednio 64% i 94% dla testu IFA oraz 56% i 93% dla testu ELISA. Wykazano
wysoka zgodnos¢ wynikow testow IFA oraz ELISA dla oznaczenia przeciwciat anty-PLA2R
w surowicy (r=0,90, p<0,001).

W grupie glomerulopatii btoniastej pierwotnej wykazano, ze w dniu wilaczenia
do badania u pacjentow, w ktorych surowicy obecne byly przeciwciata anty-PLA2R, stezenia
biatka catkowitego ($rednio 4,9340,76 vs 5,60+1,06, p=0,020) i albumin w surowicy
(Srednio 2,68+0.63 vs 3,29+1,04, p=0,015) byly nizsze, a biatkomocz wigkszy
(mediana 3,6 [IQR 2,1-6,3] vs1,5 [0,5-3,0], p=0,033) w poréwnaniu do pacjentdw

bez przeciwcial w surowicy.

Stwierdzono, ze nat¢zenie reakcji immunofluorescencji posredniej (test IFA)
dla przeciwciat  anty-PLA2R  korelowato  dodatnio z nasileniem  biatkomoczu
(r=0,39, p<0,001), aujemnie ze st¢zeniem bialka calkowitego (r=-0,39, p<0,001)
oraz albumin (r=-0,51, p<0,001) w surowicy.



Wykazano dodatnig korelacj¢ pomiedzy stezeniem przeciwcial anty-PLAZ2R
w surowicy oznaczanych testem ELISA a natezeniem bialkomoczu (r=0,42, p<0,001)
oraz uyjemng korelacj¢ ze stgzeniem biatka catkowitego (r=-0,37, p<0,001) i albumin
w surowicy (r=-0,55, p<0,001). Wystepowanie aktywnego osadu moczu obserwowano tym

czesciej, im wyzsze bylo stezenie przeciwcial w surowicy (p<0,001).

Po 24 miesigcach obserwacji nie obserwowano roznic w zachowaniu funkcji
filtracyjnej nerek pomiedzy pacjentami z obecnymi 1 nieobecnymi przeciwciatami
anty-PLA2R w surowicy. W grupie pacjentow z obechnymi W surowicy przeciwciatami
anty-PLAZR po 24 miesigcach czgsciej stwierdzano obecno$¢ biatkomoczu w poréwnaniu do

grupy z nieobecnymi przeciwciatami (p=0,017).

Przebadano 32 archiwalne bioptaty nerek pacjentdw z rozpoznaniem pierwotnej MN
oraz 8 pacjentdbw z rozpoznaniem wtoérnej MN. Badaniem immunohistochemicznym nie
stwierdzono réznic w czestosci  wystgpowania antygendéw PLA2R  oraz IgG4
w kilebuszkowych ztogach immunologicznych pomiedzy pierwotng a wtdrng postacia
choroby. Nate¢zenie reakcji immunohistochemicznej dla kigbuszkowych ztogéw antygenu
PLA2R i IgG4 nie korelowato z wyktadnikami aktywnosci pierwotnej MN (biatkomocz,
stezenie biatka catkowitego ialbumin w surowicy). W grupie pierwotnej MN wykazano
zwigzek pomig¢dzy nasileniem reakcji immunohistochemicznej dla ztogow I1gG4 w kiebuszku
nerkowym a stezeniem przeciwciatl anty-PLA2R w surowicy oznaczanym testem ELISA
(p=0,034).

W zadnej z badanych probek surowicy nie stwierdzono obecno$ci przeciwciat

anty-THSD7A.



Whioski

Na podstawie przeprowadzonych w materiale wlasnym badan sformutowano

nastepujace wnioski :

1. wyniki oznaczen przeciwcial anty-PLA2R w surowicy testami immunofluorescenciji
posredniej 1 ELISA w grupie pierwotnej glomerulopatii bloniastej wykazuja znaczna
zgodnos¢ interpretacji,

2. czulo$¢ 1 swoisto$¢ obu testow dla oznaczenia przeciwcial anty-PLA2R w procesie
rozpoznawania pierwotnej glomerulopatii btoniastej sg wysokie;

3. natezenie przeciwcial anty-PLA2R uzyskane w tescie IFA oraz st¢zenia przeciwciat (test
ELISA) koreluja z wykladnikami aktywno$ci choroby w pierwotnej glomerulopatii
btoniastej;

4. po 24 miesigcach obserwacji biatkomocz wystepuje czgsciej w grupie pierwotnej
z obecnymi w surowicy przeciwciatami anty-PLAZR;

5. po 24 miesigcach obserwacji nie stwierdza si¢ roznicy w ubytku funkcji filtracyjnej nerek
w zalezno$ci od obecnosci przeciwciat anty-PLAR w surowicy krwi,

6. obecnos¢ ztogow IgG4 oraz antygenu PLA2R w kiebuszkowych zlogach
immunologicznych nie réznicuje pierwotnej i wtornej glomerulopatii btoniastej w badanej
grupie;

7. natezenie reakcji immunohistochemicznej kiebuszkowych ztogow IgG4 1 PLA2R
w badanej grupie nie koreluje z wyktadnikami aktywnosci choroby;

8. w badanej grupie nie stwierdzono dodatnich wynikéw oznaczen anty-THSD7A.



Abstract

Introduction

Membranous glomerulonephritis (MN) is a frequent cause of nephrotic syndrome
in adults. The disease occurs as primary glomerulonephritis (iMN) or secondary (SMN)

to other systemic diseases — neoplasms, viral hepatitis and autoimmune diseases.

Phospholipase A2 receptor (PLA2R), which is expressed by podocytes, plays
the crucial role in pathogenesis of iIMN. Autoantibodies (Abs) against PLA2R antigen
(anti-PLAZ2R), mainly 1gG4 subclass, were identified in sera of patients with iMN diagnosis.
The specificity and sensitivity of anti-PLA2R Abs is high (>90% and 70-80%, respectively),
therefore, they are applied to diagnose and monitor the treatment of iMN. Currently, two
commercially available assays detecting anti-PLA2R Abs are used — an indirect

immunofluorescence test (IFA) or immunoenzymatic assay (ELISA).

Glomerular immune deposits observed in histopathological examinations of iMN
kidney biopsies contain PLA2R antigen and 1gG4.

In 5-10% of iMN patients who do not present serum anti-PLA2R Abs, antibodies
against thrombospondin type-1 domain-containing 7A (anti-THSD7A) are found.



Aim

The study was conducted to determine the value of serum anti-PLA2R Abs as biomarker
of primary membranous glomerulonephritis in  pts from Clinic of Nephrology
and Transplantation Medicine Wroctaw, to compare the results of IFA and ELISA and
to assess association between anti-PLA2R antibodies and disease activity expressed by

proteinuria, serum albumin and protein.

Additionally, the aim was to analyze the presence of PLA2R and IgG4 in immune
deposits in kidney biopsies from patients with membranous nephropathy. The intensity
of immunohistochemistry staining for PLA2R antigen and 1gG4 was compared to disease

activity.

Eventually, the usefulness of serum anti-THSD7A antibodies in diagnosis of primary

MN was verified.
Material and methods

The study was performed in patients (pts) treated at the Nephrology
and Transplantation Medicine Department of Wroctaw Medical University, Poland. The study
included 50 pts with iMN, 15 pts with SMN, 138 pts with other primary glomerulonephritides,
21 pts with lupus nephritis class II, 11, 1V, and 20 healthy volunteers. Two commercially
available tests were used to determine the presence of serum anti-PLA2R Abs: IFA
(semi-quantitative) and ELISA (quantitative). Single serum sample was collected from every
study participant. Participants who were diagnosed with membranous nephropathy and others
who were positive for anti-PLA2R antibodies had their samples taken during consecutive
visits in the clinic. Standard clinical data related to disease activity (including serum albumin
and protein, serum creatinine, total cholesterol and proteinuria) were collected at the time

of serum sampling. The patients were followed up for at least 24 months.

Archive renal biopsies were available for 32 iMN pts. The glomerular staining
for antigen PLA2R and 1gG4 was performed with immunohistochemistry with commercial

antibodies.

The presence of anti-THSD7A antibodies was tested in sera collected from patient
with iMN, sMN and healthy volunteers.



Results

64% of pts with primary membranous glomerulonephritis and 6% of pts
with other glomerulonephritides were positive for serum anti-PLA2R Abs. The group
of healthy volunteers was anti-PLA2R Abs negative. Sensitivity and specificity of the assays
were 64% and 94% for IFA, and 56% and 93% for ELISA, respectively. The results obtained
with both methods were highly consistent (r=0.90, p<0.001).

At the recruitment to the study, anti-PLAZ2R positive iMN pts had significantly lower
serum total protein (mean 4.93+0.76 vs 5.60£1.06, p=0.020) and serum albumin
(mean 2.68+0.63 vs 3.29+£1.04, p=0.015), accompanied with higher proteinuria
(median 3.6 [IQR 2.1-6.3] vs 1.5 [0.5-3.0], p=0.033), compared to anti-PLA2R negative iMN
pts. In the anti-PLA2R positive iMN pts group, the intensity of the fluorescence in IFA
positively correlated with daily proteinuria (r=0.39, p<0.001) and negatively with serum
protein (r=-0.39, p<0.001) and serum albumin (r=-0.51, p<0.001). Anti-PLA2R Abs
concentration (ELISA) was also positively correlated with daily proteinuria
(r=0.42, p<0.001), while negatively with serum protein (r=-0.37, p<0.001) and serum albumin
(r=-0.55, p<0.001). Active urinary sediments were significantly more frequent in pts
with higher anti-PLA2R concentrations (p<0.001). After 24 months of observation,
no difference in kidney function loss between anti-PLAZ2R positive and negative iMN pts was
observed. After 24 months of observation, proteinuria was detected more often in anti-PLA2R
positive iMN pts (p=0.017).

32 archive iMN and 8 sMN kidney biopsies were examined. There was no difference
in percentage of positive glomerular staining for PLA2R antigen and 1gG4 between
the groups. There was no correlation between IMN activity (serum albumin and protein,
and proteinuria) and intensity of immunohistochemical staining for glomerular PLA2R
antigen and 1gG4. IniMN pts, the intensity of immunohistochemical staining for 1gG4

was correlated positively with serum anti-PLA2R concentration (ELISA, p=0.034).

None of the examined serum samples was positive for anti-THSD7A

antibodies.



Conclusions

Based on the study results the following conclusions were drawn:

1.

the results of anti-PLA2R antibodies obtained with both assays are highly
consistent;

the sensitivity and specificity of both IFA and ELISA assays in the diagnosis
of iMN is high;

the IFA intensity for anti-PLA2R, and antibodies concentration (ELISA) correlate
with iMN activity;

after 24-month observation pts with serum anti-PLA2R antibodies presented
persistent proteinuria more often than pts with no anti-PLAZ2R antibodies;

after 24-month observation there was no difference in kidney function loss
between iMN pts with and without serum anti-PLAZ2R antibodies;

the presence of glomerular staining for PLA2R antigen and 1gG4 in kidney biopsy
do not differentiate iIMN and sMN;

the intensity of immunohistochemical staining for glomerular PLA2R antigen
and 1gG4 does not correlate with iMN activity (serum albumin and protein,
and proteinuria);

the tested sera from iIMN and sSMN pts do not demonstrate the presence
of anti-THSD7A antibodies.



