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» Rola przeciwcial anty-PLA2R w glomerulopatiach”

Choroby kigbuszkéw nerkowych (glomerulopatie) to niejednorodna grupa chordb
nerek. Sg to choroby zapoczatkowane w kiebuszkach nerkowych, zajmujgce nastepnie inne
struktury nerek i czasem prowadzace do zmian ogdlnoustrojowych. Choroby klebuszkow
nerkowych sg istotnym problemem w nefrologii. Patogeneza glomerulopatii jest niezwykle
ztozona, a czynniki etiologiczne w zasadzie nieznane. Uogélniajac mozna przyjaé, ze
mechanizmem w wigkszosci glomerulopatii zardwno pierwotnych, jak i wtérnych jest
mechanizm immunologiczny, w wyniku ktérego dochodzi do uszkodzenia kiebuszka.
Kiebuszkowe =zapalenia nerek (KZN) to najczesciej wystepujace glomerulopatie
charakteryzujace si¢ zajeciem przez proces zapalny kiebuszkow nerkowych, co zkolei
prowadzi do nieprawidfowej pracy nerek, a w dalszym przebiegu czgsto do ich schytkowe;j
niewydolnosci.

W wigkszosci przypadkéw nie mozna na podstawie obrazu klinicznego rozpoznaé
charakteru i nasilenia zmian morfologicznych w klebuszkach ani stopnia ich uszkodzenia,
gdyz na podlozu bardzo zblizonych zmian histopatologicznych mogg wystepowaé rozne
postaci kliniczne. Ponadto w réznych okresach okreslonego typu KZN moze wystepowaé
rézny obraz, co jest wynikiem roznej aktywnosci choroby, a niekiedy przechodzenia lub
nakladania si¢ jednego typu KZN nainny. Ztych powodoéw podziat KZN opiera sie
na obrazie histopatologicznym, gdyz wskazuje on na patomechanizm KZN oraz charakter
uszkodzenia struktur nerki, co ma decydujace znaczenie dla wyboru sposobu leczenia
1 okreslenia rokowania. Wigkszos¢ typow KZN moze by¢ glomerulopatig pierwotng albo

wtdrng 1 przebiega¢ pod réznymi postaciami klinicznymi.




Bloniaste klebuszkowe zapalenie nerek jedna z najczestszych postaci KZN rozwija sie
wskutek uszkodzenia blony podstawnej kigbuszkéw przez kompleksy immunologiczne,
co jest przyczyng bialkomoczu. Posta¢ pierwotna wystepuje w 70-75% wszystkich
przypadkéw nefropatii bloniastej. U 70-80% chorych wystepuja krazace autoprzeciwciata
przeciwko receptorowi dla fosfolipazy A2, au 8-14% autoprzeciwciata przeciwko
trombospondynie. Przyczyny postaci wtornych to: nowotwory, gtéwnie guzy lite (rak pluca,
zofadka lub jelita grubego), toczen rumieniowaty uktadowy, zakazenie HBV i HCV, leki,
sarkoidoza.

Na podstawie obrazu histopatologicznego wycinka nerki nie mozna pewnie odrézni¢
pierwotnego od wtérnego btoniastego KZN.

Odkrycie autoprzeciwciat przeciwko receptorowi fosfolipazy A2 1 (PLA2R) uwazane
Jest za kamien milowy w diagnostyce glomerulopatii. Sa one pierwszym opisanym markerem
serologicznym pierwotnej nefropatii bloniastej, a ich wartos¢ w diagnostyce nefropatii
bloniastej stala si¢ ostatnio przedmiotem wielu publikacji.

Zgodnie z pismiennictwem, przeciwciala anty-PLA2R odgrywaja wazna role w
patogenezie pierwotnej nefropatii bloniastej. Oprocz réznicowania pierwotnej nefropatii
bloniastej od wtdrnej ocena miana anty-PLA2R moze stuzy¢ jako marker prognostyczny do
oceny 1 monitorowania przebiegu choroby i leczenia. Wysokie miana sg zwigzane z cigzkim
przebiegiem pierwotnej nefropatii bloniastej, ktora wymaga bardziej intensywnej terapii. U
pacjentdw leczonych lekami immunosupresyjnymi miano na ogét szybko maleje —
poprzedzajac spadek biatkomoczu. Szansa na powodzenie leczenia i remisje choroby jest
wyzsza, jesli poczatkowe miano przeciwciat anty-PLA2R byto niskie.

Dotychczasowe badania wskazuja, ze przeciwciata anty-PLA2R posiadajg wysoka
warto$¢ diagnostyczng dla pierwotnej nefropatii bloniastej. Wydaje sie, ze oznaczanie miana
przeciwcial anty-PLA2R umozliwia ocen¢ i przewidywanie aktywnosci choroby, niezbedne
srodki terapeutyczne i szans¢ powodzenia terapii.

Badania nad uktadem immunologicznym w wielu aspektach choréb nerek, a przede
wszystkim w glomerulopatiach sa sztandarowym celem badaf osrodka nefrologicznego we
Wroctawiu. Doktorantka recenzowanej pracy pochodzi wiasnie z tej Uczelni i temat pracy
doktorskiej jak najbardziej wpisuje si¢ w dziatalno$¢ naukowa Kliniki Nefrologii i Medycyny
Transplantacyjnej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Doktorantka za cel swojej pracy obrata: okreslenie wartosci oznaczen przeciwciat anty-
PLA2R w surowicy jako markeréw pierwotnego btoniastego kigbuszkowego zapalenia nerek w

materiale Kliniki Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej we Wroctawiu; poréwnanie oznaczen




przeciwciat anty-PLA2R w surowicy wykonywanych metoda immunofluorescencji posredniej
oraz testem ELISA w grupie pierwotnej glomerulopatii bloniastej; ocena zaleznosci oznaczei
przeciwciat anty-PLA2R w surowicy krwi i aktywnosci pierwotnego btoniastego zapalenia nerek;
oszacowanie wystgpowania ztogéw antygenu PLA2R i IgG4 w biopsji nerek pacjentow z
rozpoznaniem glomerulopatii btoniastej; okreslenie zaleznosci pomiedzy natezeniem reakcji
immunohistochemicznej nerkowych ztogéw PLA2R i IgG4 a aktywnoscia btoniastego zapalenia
nerek; ocena diagnostycznej przydatnosci wykonywania oznaczen przeciwciat anty-THSD7A w

surowicy.

Cele pracy sa szerokie, jak najbardziej warte podjetych badan, gdyz ocena markeréw,
majacych wplyw na rozpoznanie i oceng skutecznosci leczenia ktebuszkowych zapalef nerek
jest niezwykle wazne i jest jednym z najwazniejszych zadan potrzebnych do skutecznego
leczenia chorych z glomerulopatiami. Glomerulopatia bfoniasta stanowi jedna z najczestszych
przyczyn zespotu nerczycowego u dorostych. Rokowanie odlegle zalezne jest od uzyskania
remisji. Choroba wystgpuje w postaci pierwotnej oraz w postaci wtérnej, pojawiajac si¢ w
przebiegu réznych choréb ogdlnoustrojowych co czesto jest trudne do ustalenia. Uwazam, ze cel
przedstawionej mi do recenzji pracy jest istotny klinicznie.

Przedstawiona mi do oceny praca ma typowy uklad, jest bardzo obszerna, liczy 123
stron, 32 tabel i 26 ryciny, 3 fotografie, cytuje 96 pozycji piSmiennictwa, glownie
anglojgzycznego z ostatnich lat dotyczacego badanych zagadnien. Praca jest zaplanowana i
przeprowadzona prawidlowo. Wstep uzasadnia celowos¢ podjetych badan. Materiat i metody
badan przedstawione zostaly przejrzyscie, bardzo dokfadnie, co pozwala na powtdrzenie
badan. W sposob czytelny przedstawiono kryteria wiaczenia pacjentéw do badania. Wyniki sg
logiczng konsekwencjg uzyskanych rezultatow.

Badanie przeprowadzono wsréd dorostych pacjentéw w okresie od grudnia 2011 r. do
pazdziernika 2016 r., hospitalizowanych w Klinice Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu z podejrzeniem kigbuszkowego zapalenia
nerek. Do badania wiaczono pacjentéw, ktorzy wyrazili zgode na wykonanie diagnostycznej
biopsji nerki, a takze juz wczesniej leczonych pacjentéw z potwierdzonym we wcze$niejszym
okresie rozpoznaniem biopsyjnym glomerulopatii bloniastej. Doktorantka wykonata badania u
50 pacjentdéw z rozpoznaniem glomerulopatii bloniastej pierwotnej. Grupe badana stanowilo 30
mezczyzn i 20 kobiet, Sredni wiek badanych wynosit 54 lata + 15 lat (mediana 57 lat). Grupe
kontrolng stanowili pacjenci (15) z rozpoznaniem glomerulopatii bloniastej wtérnej oraz wszyscy
pozostali pacjenci (138) z innymi typami kiebuszkowych zapalen nerek. Badania zrealizowano

rowniez u 20 zdrowych ochotnikdw.,



Rozpoznanie glomerulopatii btoniastej pierwotnej stawiano na podstawie wyniku badania
histopatologicznego bioptatu nerki po wykluczeniu wtérnej przyczyny glomerulopatii w
badaniach dodatkowych.

Od kazdego z uczestnikéw badania w dniu wigczenia do badania pobrano 10 ml krwi
obwodowej. Probki krwi pobierano rowniez w trakcie kolejnych wizyt kontrolnych w Klinice
Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej u wszystkich oséb z rozpoznaniem glomerulopatii
bloniastej (pierwotnej lub wtdrnej) oraz u tych uczestnikow z grupy kontrolnej, u ktérych po
oznaczeniu przeciwciat anty-PLA2R metodg IFA uzyskano wynik dodatni lub niespecyficzna
reakcj¢ immunofluorescencji. W grupie zdrowych ochotnikéw krew byla pobierana
jednokrotnie.

Doktorantka wykonata oznaczenia przeciwcial anty-PLA2R w surowicy zaréwno
jakosciowo jak i ilosciowo. Wykonata réwniez ocen¢ obecnosci przeciwciat klasy IgG
przeciw trombospondynie typu 1. Ocene histopatologiczng wszystkich dostepnych bioptatéw
nerki przeprowadzano w Katedrze i Zaktadzie Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, gdzie wykonano badanie immunohistochemiczne oraz
ocen¢ immunopatomorfologiczng ekspresji antygenu PLA2R i ztogéw IgG4 w bioptatach nerki.
Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu odpowiednich do badanych grup
testow.

W uzyskanym wynikach doktorantka wykazata w grupie glomerulopatii btoniastej
pierwotnej obecnos¢ przeciwciat anty-PLA2R u 64% pacjentéw, podczas gdy w grupie pacjentow
z wtorng nefropatia btoniastg oraz u pacjentéw z innymi typami kiebuszkowych zapalen nerek
obecnos¢ przeciwcial wykazano jedynie u 6% pacjentdbw. W grupie zdrowych uczestnikow
obecnosci przeciwciat nie stwierdzita. Czutos¢ i swoistos¢ obu metod oznaczania przeciwciat anty
PLA2R byfa wysoka. Wykazata roéwniez wysoka zgodnos¢ wynikéw obu testow
immunofluorescencji posredniej (test IFA) oraz ELISA dla oznaczenia przeciwciat anty-PLA2R
w surowicy. Stwierdzita, ze natezenie reakcji immunofluorescencji posredniej dla przeciwciat
anty-PLA2R oraz badanie st¢zeniem przeciwciat anty-PLA2R w surowicy oznaczanych testem
ELISA korelowato dodatnio z nasileniem biatkomoczu, a ujemnie ze stgzeniem biatka
catkowitego oraz albumin w surowicy. Wystepowanie aktywnego osadu moczu obserwowano
czgsciej, im wyzsze bylto stezenie przeciwcial w surowicy. W przebadanych 32 archiwalnych
bioptatach nerek pacjentéw z rozpoznaniem pierwotnej MN oraz 8 pacjentéw z rozpoznaniem
wtérnej nefropatii bfoniastej badaniem immunohistochemicznym nie stwierdzita réznic w
czgstosci  wystgpowania antygenéw PLA2R oraz 1gG4 w kiebuszkowych ztogach
immunologicznych pomigdzy pierwotng a wtérna postacia choroby. W grupie pierwotnej MN

wykazano zwigzek pomiedzy nasileniem reakcji immunohistochemicznej dla ztogow IgG4 w



kigbuszku nerkowym a stezeniem przeciwcial anty-PLA2R w surowicy oznaczanym testem
ELISA. Uzyskane przez doktorantke wyniki sg na ogét zgodne z danymi z pi$miennictwa, Jednak
cz¢$¢ z nich nasuwa konieczno$¢ dalszych badan. W badanej grupie doktorantka nie stwierdzita
dodatnich wynikéw oznaczen anty-THSD7A. Wydaje sie, iz wynika to ze zbyt matej grupy
badanych chorych, a by¢ moze w populacji polskiej stwierdza sie te przeciwciala rzadziej.

Na podstawie uzyskanych wynikéw doktorantka wysuneta 8 wnioskow wynikajgcych
z uzyskanych wynikow.
1. wyniki oznaczen przeciwciat anty-PLA2R w surowicy testami immunofluorescencji posrednie;j

i ELISA w grupie pierwotnej glomerulopatii bloniastej wykazuja znaczna zgodnosé interpretacji;

2. czutos¢ i swoistos¢ obu testow dla oznaczenia przeciwciat anty-PLA2R w procesie

rozpoznawania pierwotnej glomerulopatii boniastej jest wysoka;

3. natgzenie przeciwciaf anty-PLA2R uzyskane w tescie IFA oraz stezenia przeciwciat (test

ELISA) korelujg z wyktadnikami aktywnosci choroby w pierwotnej glomerulopatii btoniastej;

4. po 24 miesigcach obserwacji biatkomocz wystepuje czgsciej w grupie pierwotnej z obecnymi w

surowicy przeciwciatami anty-PLA2R;

5. po 24 miesigcach obserwacji nie stwierdza si¢ roznicy w ubytku funkcji filtracyjnej nerek w

zaleznosci od obecnosci przeciwciat anty-PLAR w surowicy krwi;

6. obecnos¢ ztogow 1gG4 oraz antygenu PLA2R w kigbuszkowych ztogach immunologicznych

nie roznicuje pierwotnej i wtérnej glomerulopatii btoniastej w badanej grupie;

7. natgzenie reakcji immunohistochemicznej ktgbuszkowych ztogéw 1gG4 i PLA2R w badanej

grupie nie koreluje z wyktadnikami aktywnosci choroby;

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

Uzyskane wyniki uzyskane dzigki bardzo nowoczesnym badaniom sa interesujace,
poszerzajg naszg wiedzg na temat oceny przydatnosci badan przeciwciat anty-PLA2r przede
wszystkim w nefropatii bloniastej. Maja wartos¢ praktyczng (np. brak lub mata przydatnosé
oznaczania antygenu PLA2R w klebuszkowych ztogach immunologicznych) choé¢ niektore
wymagajg jednak potwierdzenie na duzo wigkszej grupie poddanej badaniu i prawdopodobnie
zbadaniu jeszcze innych glomerulopatii.

Uwagi recenzenta:

Oceniana rozprawa doktorska nie budzi zadnych zastrzezen merytorycznych, a

wymienione ponizej uwagi majg przede wszystkim charakter korektorski lub redakcyijny.



W rozdziale wstep:

W wstepie doktorantka pisze tylko o glomerulopatii btoniastej. Brakuje mi napisania
troche ogélnie o glomerulopatiach bo tytut brzmi ,,Rola przeciwciat anty-PLA2R w
glomerulopatiach”.

W rozdziatach material i metody bardzo obszernie opisanych wydaje mi sie, iz mozna
bytoby doktadniej opisa¢ o sposobach leczenia pacjentéw (chociaz doktadnie to leczenie jest
opisane w opisanych przypadkach).

Co do rozdziatu wyniki

Zastrzezeh merytorycznych nie mam ale mam kilka graficznych:

e graficznie w rysunkach 12,14 15 legenda powinna by¢ napisana wieksza czcionkg
byloby to bardziej czytelne

e Rysunek 16 w moim egzemplarzu jest kompletnie niewidoczny jest to jedynie
czarny prostokat

Spis rysunkow, tabel oraz piSmiennictwo jest napisane w moim egzemplarzu inna

czcionkg (mniejszg)

Drobne blgdy w pisSmiennictwie np. w pozycji 11 jest zly skrot czasopisma Kidney

international jest Kidney intern. a nie Kidney Int.

Wnhioski sg raczej podsumowaniem, faczac pierwszy i drugi mozna zastanowi¢ sie nad

podkresleniem wysokiej czutosci i swoistosci oznaczen niezaleznie od rodzaju

stosowanego testu, co powinno mie¢ znaczenia przy ocenie kosztow diagnostyki

Konczace nalezy podkresli¢ nowatorstwo pracy, rzetelnos¢ jej wykonania, umiejetnosé
skonfrontowania wilasnych wynikéw z danymi literaturowymi oraz potencjalne aspekty
praktyczne i kliniczne tej pracy. Bardzo nieliczne niedociggnigcia, gtownie korektorskie nie
umniejszajg jakosci pracy.

Z merytorycznego punkty widzenia wyrazam opini¢, Ze oceniana rozprawa stanowi
istotny przyczynek do naszej wiedzy o diagnostyce, ocenie leczenia i rokowania pacjentéw z
bloniastym kigbuszkowym zapaleniem nerek.

Rozprawa doktorska lek. Dagny Rukasz spetnia ustawowe wymogi uzyskania stopnia
naukowego doktora nauk medycznych.

Dlatego wnosze do Rady Dyscyplin Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego we

Wroctawiu o dopuszczenie lek. Dagny Rukasz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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