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SPIS STOSOWANYCH SKROTOW

Skroty dotycace metod

APAAP - fosfataza zasadowa-antyfosfataza zasadowa

(ang. alkaline phosphatase-anti-alkaline

phosphatase)

BSA - albumina surowicy wotu (ang. bovine serum
albumin)

cDNA - komplementarny DNA (ang. complementary
DNA)

DEPC - dietylopiroweglan (ang. diethyl pyrocarbonate)

DMF - dimetyloformamid

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang.

deoxyribonucleic acid)

dNTP - mieszanina trifosforanéw deoksynukleotyddw
(ang. deoxyribonucleotide triphosphate)

DTT - ditiotreitol (ang. dithiotreitol, threo-2,3,-
dihydroxy-1,4 dithiolbutane)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy
(ang. ethylenediaminetetraacetate)

eGFR -szacowana filtracja kbuszkowaang.
estimated glomerular filtration rate)

ELISA - metoda immunoenzymatyczna (ang. enzyme-
linked immunosorbent assay)
ELISPOT - ang. enzyme-linked immunosorbent spot assay

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein
isothiocyanate)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3
fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase)

HRP - peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish



peroxidase)

IF - immunofluorescencja

kDa - tysiac Daltondw (ang. kilo Daltons)

MDRD - Modification of Diet in Renal Disease

MRNA - informacyjny RNA (ang. messenger RNA)
NPV - negatywna wart@ predykcyjna (ang. negative

predictive value)
PCR - reakcja tacuchowa polimerazy (ang.

polymerase chain reaction)

Polimeraza Taq - polimeraza pochodza z bakteriiThermus
Aquatiqus
PPV - pozytywna warté& predykcyjna (ang. positive

predictive value)

pz - para zasad

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
RPM - obroty na minug (ang. rotations per minute)
RT-PCR - reakcja tacuchowa polimerazy w czasie

rzeczywistym (ang. real-time polymerase

chain reaction)

SEM - blad standardowyredniej (ang. standard error
of mean)

SD - odchylenie standardowe (ang. standard
deviation)

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang.

single nucleotide polymorphism)

TAE - roztwor buforugcy do elektroforezy (ang.
Tris-acetate-EDTA electrophoresis buffer)

U - jednostka aktywrgei polimerazy

UDG - uracyl DNA glikozydaza (ang. uracil-DNA
glycosylase)

uv - ultrafiolet (ang. ultraviolet)



wpw - w polu widzenia

Skroty dotycace chordb nerek

ANA - przeciwciata przeciwpdrowe (ang. antinuclear
antibodies)
ANCA - przeciwciata przeciw cytoplazmie

granulocytow obegnochtonnych (ang. anti-

neutrophil cytoplasmic antibodies)

aTZN - aktywne toczniowe zapalenie nerek
AZA - azatiopryna
BILAG - Brytyjska Grupa Do Spraw Tocznia (ang.

British Isles Lupus Assesment Group)
CANCA - przeciwciata przeciw neutrofilom typ
cytoplazmatyczny (ang. cytoplasmic anti-

neutrophil antibodies)

CcycC - cyklofosfamid
CsA - cyklosporyna A
E - erytrocyturia (>5 RBC wpw po odwirowaniu

prébki moczu)

ECLAM - Europejski Konsensus do Oceny Aktywaoio
Tocznia Rumieniowatego Uktadowego (ang.
European Consensus Lupus Activity
Measurement)

ExXGN - zewrgtrzwiosniczkowe kébuszkowe zapalenie
nerek (ang. extracapillary glomerulonephritis)

FSGS - ogniskowe segmentalne stwardnienie
kiebuszkéw nerkowych (ang. focal-segmental
glomerulosclerosis)

GBM - btona podstawna &buszkdéw nerkowych (ang.
glomerular basement membrane)

IgA-GN - nefropatia IgA (ang. IgA glomerulonephijtis

IMGN - btoniaste kibuszkowe zapalenie nerek (ang.
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idiopathic membranous glomerulonephritis)

\Y - dazylnie (ang. intravenous)

K - grupa kontrolna

KKI - krazace kompleksy immunologiczne

KKI-C1q - krazace kompleksy immunologiczne aice
Clq

KZN - klcbuszkowe zapalenie nerek

KZN-NR - nierozplemowe kbuszkowe zapalenie nerek

KZN-R - rozplemowe ldbuszkowe zapalenie nerek

naTZN - nieaktywne toczniowe zapalenie nerek

NT - nadcsnienie ttnicze

L - leukocyturia(>5 WBC wpw po odwirowaniu

probki moczu)
MCD - submikroskopowe kbuszkowe zapalenie
nerek (ang. minimal change disease)
MesPGN - mezangialne rozplemoweckluszkowe
zapalenie nerek (ang. mesangial proliferative
glomerulonephritis)

MP - metylprednizolon

MPGN - btoniasto-rozplemowe &buszkowe zapalenie
nerek (ang. membranoproliferative
glomerulonephritis)

NK - nerka zdrowa (ang. normal kidney)

Non-lgA-GN - wszystkie postacie MesPGN z wifiem
nefropatii IgA

PANCA - przeciwciata przeciw neutrofilom typ
okotojadrowy (ang. perinuclear anti-neutrophil

antibodies)
PKZN - pierwotne ktbuszkowe zapalenie nerek
PKZN-NR - nierozplemowe pierwotneddduszkowe

zapalenie nerek

PKZN p-Cl1q(+) - chorzy na PKZN z wykrywanymi



PKZN p-C1q(-)

PKZN p-dsDNA(+)

PKZN p-dsDNA(-)

PKZN-R

TNF

TRU

TZN

TZN p-C1q(+)

TZN p-C1q(-)

TZN p-dsDNA(+)

TZN p-dsDNA(-)

SLAM

SLEDAI-2K

SLEDAI-N

przeciwciatami przeciw C1q w surowicy

- chorzy na PKZN z niewykrywanymi
przeciwciatami przeciw C1q w surowicy

- chorzy na PKZN z wykrywanymi
przeciwciatami przeciw dwuniciowemu DNA
W surowicy

- chorzy na PKZN z niewykrywanymi
przeciwciatami przeciw dwuniciowemu DNA
W surowicy

- rozplemowe pierwotne #buszkowe zapalenie
nerek

- czynnik martwicy nowotworow (ang. tumour
necrosis factor)

- toczeéh rumieniowaty uktadowy

- toczniowe zapalenie nerek

- chorzy na TZN z wykrywanymi
przeciwciatami przeciw C1q w surowicy

- chorzy na TZN z niewykrywanymi
przeciwciatami przeciw C1q w surowicy

- chorzy na TZN z wykrywanymi
przeciwciatami przeciw dwuniciowemu DNA
W surowicy

- chorzy na TZN z niewykrywanymi
przeciwciatami przeciw dwuniciowemu DNA
W surowicy

- ocena aktywn<i tocznia rumieniowatego
uktadowego (ang. Systemic Lupus Activity
Measure)

- wskanik aktywndgci tocznia rumieniowatego
uktadowego (ang. Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index)

- wskanik aktywndgci tocznia rumieniowatego
uktadowego z uwzgtnieniem tylko kryteriéw

dotycacych zagcia nerek
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SV - uktadowe zapalenie naazyang. small vessel

vasculitis)

ubD - uktad dopetniacza

Uprot - biatkomocz (ang. urinary protein)

WKZN - wtérne kkbuszkowe zapalenie nerek

ZN - zespot nerczycowy

ZUM - zaka&enie uktadu moczowego

Inne:

A - adenina

Aa - aminokwasy

ANOVA - jednoczynnikowa analiza wariancji
(ang. one- way analysis of variance)

Arg - arginina

Asp - arparagina

C - cytozyna

Clqg - sktadowa dopetniacza C1q (ang. complement
component C1q)

ClgA - gen kodujcy tancuch A skltadowej
dopetniacza Clq

ClgB - gen kodujcy tancuch B skiadowe]
dopetniacza Clq

ClgC - gen kodujcy tancuch C skiadowej
dopetniacza Clq

Clg-L - ekspresja mRNA C1q w leukocytach krwi

Clg-N - ekspresja mRNA C1q w nerce

C3 - skladowa dopetniacza C3 (ang. complement
component C3)

Cc4 - sktadowa dopetniacza C4 (ang. complement
component C4)

CRL-C1q - koleganopodobny region biatka C1q (ang.
collagen-like region)

CRP - biatko reaktywne C (ang. C-Reactive Protein)



EMILIN - biatko zlokalizowane na powierzchni
mikrofibryl elastyny (ang. elastin microfibril

interface located protein)

G - guanina

ghC1q - tzw. gtébwka C1qg (ang. globular head)

Gly - glicyna

gp4l - glikoproteina 0 masie 41kDa

gp21 -glikoproteina o masie 21 kDa

Hb - stezenie hemoglobiny we krwi (ang.
hemoglobin)

HCV - wirus zapalenia wtroby typu C (ang. hepatitis
C virus)

HIV - ludzki wirus niedoboru odporda (ang.

human immunodeficiency virus)

HP - biatka zwihzane z hibernagj(ang. hibernation
proteins)

hsp - biatka szoku cieplnego (ang. heat shock
proteins)

HTLV-I - ludzki wirus T-limfocytowy typ | (ang. human

T-lymphocytes virus type 1)
HUVS - przewlekta pokrzywka z zapaleniem nacty
hipokomplementemi(ang. hypo-

complementemic urticarial vasculitis

syndrome)
IL - interleukina
INF - interferon
LMW-C1q - C1lg o matej masie ggteczkowej (ang. low

molecular weight C1q)

MAC - kompleks atakuagcy btorg (ang. membrane
attack complex)

MCTD - mieszana choroba tkankcknej (ang. mixed
connective tissue disease)

NLPZ - niesterydowe leki przeciwzapalne

pc p-AMA-M2 - przeciwciata przeciwmitochondialne typu M2
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(ang. antimitochondrial antibodies M2)
pc p-p2 glikoproteinie 1 - przeciwciata przeci2 glikoproteinie 1
pc p-CENP B - przeciwciata przeciw centromerom B (ang.

antibodies against centromere)

pc p-Clq - przeciwciata przeciw C1q
pc p-DNA - przeciwciata przeciw dwuniciowemu DNA
pc p-GBM - przeciwciata przeciw btonie podstawnej

kiebuszka nerkowego (ang. antibodies against

glomerular base membrane)

pc p-histonom - przeciwciata przeciw histonom
pc p-kardiolipinie - przeciwiata przeciw kardiolipinie
pc p-La (SS-B) - przeciwciata przeciw antygenowi La (ang.

Sjogren Syndrome-B)

pc p-nRNP/Sm - przeciwciata przeciw natywnej rybonukleinie
Ul (ang. antibodies against native
ribonucleoprotein)

pc p-Ns - przeciwciata przeciw nukleosomom

pc p-PCNA - przeciwciata przecinaprowemu antygenowi
proliferujacych komorek (ang. antibodies
against proliferating cell nuclear antigen)

pc p-Ro (SS-A) - przeciwciata przeciw antygenowi Ro (ang.
Sjogren Syndrome-A)

pc p-rybosomalnemu biatku P - przeciwciata przeciw rybosomalnemu biatku P
pc p-Sm - przeciwciata przeciw antygenowi Sm

PLs - fosfolipidy (ang. phospholipids)

PLT - ptytki krwi (ang. platelets)

PTX3 - pentraksyna 3 (ang. pentraxin 3)

PSTRU - podostra skorna postéocznia

rumieniowatego uktadowego (ang. subacute

cutaneous lupus erythematosus)

RBC - erytrocyty (ang. red blood cells)

SAP - osoczowy amyloid (ang. serum amyloid
protein)

Ser - skezenie kreatyniny w surowicy (ang. serum
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TP

WBC
wzw C

WOX

Z0

creatinine concentration)

- tymina

- biatko catkowite (ang. total protein)

- uracyl

- leukocyty (ang. white blood cells)

- wirusowe zapalenie atroby typu C (ang.
hepatitis C)

- oksydoreduktaza zawiegap domea WW
(ang. WW domain containing oxydoreductase)

- zdrowi ochotnicy
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1. WSTEP

Rola uktadu dopetniacza (UD) w patogenezie choréb padiazu
autoimmunologicznym od lat stanowi przedmiot zaegewania badaczy, zaréwno
naukowcoéw, jak i praktykow klinicznych. Z jednejraty wrodzone niedobory
skiadowych UD predysponujdo rozwoju atzkich, nawracajcych infekcji oraz
chordb z autoagresji, z drugiej strony nadmierniyve&cja UD mae doprowadzi
do niekontrolowanego procesu zapalnego, a w efekicedestrukcji tkanek i
niewydolngci naradow [1,2,3,4]. Wyniki ostatnich badadowiodty take, ze UD
moze stanowd cel nieprawidtowe] odpowiedzi immunologicznej, gaewyrazem
jest pojawienie gi w surowicy autoprzeciwciat skierowanych przeciwasiowym
uD [5].

UD to ponad 30 rinych biatek znajducych w surowicy lub zwizanych z
btonami komoérkowymi. Stanowione skomplikowany system paaanych ze sab
elementow, wrdd ktérych znajduj sie czynniki aktywupce kaskag reakcji
enzymatycznych prowade do uaktywnienia jednego 2z najméejszych
wrodzonych nieswoistych mechanizméw efektorowychadik odpornéciowego.
Inne elementy hamagjnadmierg i niekontrolowan aktywacf UD zapewnigjc
zachowanie réwnowagi rdzy procesami destrukcyjnymi i regeneracyjnymi w
organizmie.

Aktywacja UD mae zachodzi na drodze klasycznej, alternatywnej i
lektynowej. Chocia pocatkowe etapy przebiegajw nieco odmienny sposoéb, to
wspolnym kaicowym ogniwem jest powstanie tzw. kompleksu atadego btor
(ang. membrane attack complex- MAC), doprowagtagjo do bezpwedniej lizy
komorki. Do innych funkcji UD nabey m.in.: opsonizacja, chemotaksja, modulacja
odpowiedzi swoistej, a tak usuwanie komplekséw immunologicznych (KI) i
komorek apoptotycznych, gdzie szczegdlale odrywa sktadowa dopetniacza Clq
[1,6,7]. Wrodzony niedobdér C1lg stanowi najsilnigjszynnik predysponagy do
rozwoju tocznia rumieniowatego uktadowego (TRU), kidrym dochodzi do
nadmiernej kumulacji Kl i ciat apoptotycznych w argzmie [8]. Wykrycie
przeciwciat skierowanych przeciw Clq (pc p-Clq) korych z chorobami z
autoagresji, a w szczegokwd ich postulowany udziat w rozwoju toczniowego
zapalenia nerek (TZN), statyespodstawy do rozpoczcia intensywnych badanad
rola Clqg i pc p-Clq w patogenezie chorob autoimmunologich, w tym
kigbuszkowych zapatenerek (KZN) [5,6].
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1.1.Budowa sktadowej dopetniacza C1q

Czasteczka C1q jest glikoproteim masie 460 kDa sktadah sic z 3 typow
tancuchéw: A, B i C. Kady z nich ma dluga@& ok. 200 par zasad (pz) i zbudowany
jest z N-kaicowego odcinka (3-9 aa), z regionu kolagenopodobifagg. collagen-
like region- CRL-C1q; okoto 81 aa) i C-koowego odcinka zwanego gtéwkang.
globular headghC1q) skladaja sic z okoto 135 aa. Kaly z regionéw tacucha
petni odebng funkcje. Dzigcki obecndci seryny w N-kacowym odcinku meliwe
jest utworzenie mostkow disulfidowych ¢dizy poszczegdolnymi tewuchami. W
wyniku tego procesu powstaje 18-peptydowa strukiskkadajgca s¢ z széciu
dimeréw taicuchow A-B i 3 dimerow C-C. ghClq urdovia reakcg czasteczki ze
swoistymi ligandami, natomiast CLR-C1q odpowiada Gz *-zalezna aktywacg
kompleksu CLCls. Obraz czsteczki Clg w mikroskopie elektronowym
poréwnywany jest do bukietu tulipanéw [6,9,10,11].

Dzigki zlozonej, ale i plastycznej strukturze przestrzennejazor
odpowiedniemu rozktadowi tadunkow elektrycznych rm@owierzchni, Clq
rozpoznaje rénego typu ligandy, dgki czemu bierze udziat w wielu procesach
fizjologicznych, ale i patologicznych. Oprécz imnogtobulin klasy IgM i 1gG, do
biatek rozpoznawanych przez ghClq nalebiatko C reaktywne (ang. C-Reactive
Protein- CRP), osoczowy amyloid (ang. serum amypoatein- SAP), pentraksyna 3
(PTX3), p-amyloid, fosfolipidy (phospholipids- PLs), elemgriciany bakteryjnej
(lipopolisacharyd, lipid A), biatka retrowiruséw gdgl HIV, gp21 HTLV-I) oraz
ciata apoptotyczne [6,11-27]. Region ghClgdego z 3 typdw kecuchow wykazuje
swoist@¢ wobec réanych ligandow: ghA rozpoznaje agregaty IgM orazikaia
otoczki wirusa HIV, ghB odgrywa szczegalnole w wiazaniu IgG ip-amyloidu,
natomiast ghC jest odpowiedzialny za reakcje z Igi21 wirusa HTLV-I. Dzki
specyficznym interakcjom ralzy ghA i ghB maliwe jest poiczenie Clq z
pentametryczaczasteczlkk CRP naleéacy do grupy biatek ostrej fazy [11,14].

Waznym odkryciem w ostatnich latach bylo stwierdzepaobidgistw w
strukturze przestrzennej fragmentu ghClq z groijatek pochodaych z rénych
tkanek i narzdéw oraz petricych r&norodne funkcje. Nai& do nich kolagen typu
VIl i X oraz adiponektyna. Podohnstruktuge posiadaj biatka znajdujce s¢ na
powierzchni mgsni gtadkich (ang. elastin microfibril interface kted protein-
EMILIN) oraz biatka zwazane z hibernagju ssakow (HP-20,-25,-27). Do tej grupy

zaliczono réwnie substancje biatkowe wygiujace w uchu wewgtrznym oraz
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precerebelig, zwiazarna z komorkami Purkinjego [14,28]. C1lg wykazuje #ak
podobigistwo (zarowno w strukturze przestrzennej, jak i dwié genu) do tzw.
rodziny biatek czynnika martwicy nowotworow (angmour necrosis factor- TNF),
ktore odgrywaj istotra role w procesach zapalnych, ksztattowaniu odpowiedzi
swoistej i utrzymaniu réwnowagi miedzy procesanaliferacji komérek a apoptaz
[14,29].

1.2.Funkcje Clq

Do podstawowych funkcji C1qg néabe aktywacja UD droga klasycanco
stanowi element nieswoistej odpowiedzi immunologez Aktywacja UD meae
zachodz drogy zalezna od immunoglobulin (klasy IgM, 1gG1, IgG3, stabigG2),
albo niezalenie od nich, co uwarunkowane jest istnieniem szaerégandow
rozpoznawanych przez C1q (omowionych w poprzedmirdziale). W klasycznym
modelu aktywacji UD, C1q wke Ig zwhzane z antygenem na komaorce docelowej,
dzigki czemu dochodzi do zmian konformacyjnych w asteczce Clq
umazliwiajacych pohczenie z Clr i Cls, ktére majwlasciwosci proteaz
serynowych. Kompleks C1 aktywuje ngstie sktadowe dopetniacza C4 i C2, czego
skutkiem jest powstanie konwertazy C3 klasycznggdiaktywacji UD. Kolejne
etapy kaskady aktywacji UD stanawivspdlne ogniwo dla wszystkich 3 drog
aktywacji i dzeki rozktadowi enzymatycznemu C5, a nrgstie przyhczeniu
skiadowych C6, C7, C8 i C9 powstaje MAC uiliiajacy bezpdrednn lize
komorki [1,2,6].

Poza aktywaaj UD, do funkcji Clq naley opsonizacja umidiwiajaca
fagocytoz bakterii przez komorkizerne, chemotaksja i pobudzenie granulocytow
obogtnochtonnych do wybuchu tlenowego [11,30]. Udowaodiai wptyw C1lq na
procesy proliferacji, rinicowania, adhezji, migracji i apoptozy komorek
dendrytycznych, fibroblastéw, granulocytéw, eozytiobraz komorek mikrogleju
[7,31,32]. C1lg zwiksza adhezj i agregacgj ptytek krwi, co sprzyja rozwojowi
zakrzepicy, miadzycy i zapaleniu naczy[33]. Poza tym wykazanae Clq mae
aktywowa jeden z czynnikdw supresji nowotworu- WOX1 (angWWdomain
containing oxydoreductase), ktory hamuje prolifeggdcomaorek raka prostaty [34].
Clg mae mig takze wplyw na wczesny etapagy, a jego niedobdr sprzyja
poronieniom [35]. C1gq modulujez@dpowied humoralm i komorkows, wptywajac

na aktywneéc¢ limfocytéw B i T i w ten sposéb produkcjcytokin pozapalnych
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[36,37,38,39,40]. C1qg przyczynia ¢si do utrzymania tolerancji ukladu
immunologicznego wobec wiasnych komérek poprzezavasie kazacych Kl (KKI)

i cial apoptotycznych, a tak udzial w negatywnej selekcji autoreaktywnych
limfocytéw B [7,27,41-46]. Na skutek przedhnej ekspozycji na antygenydrowe

I cytoplazmatyczne ni@ dochodz do wytwarzanie autoprzeciwciat i rozwoju tzw.
choréb z autoagresji. Nagromadzenie cial apoptotydz na skutek braku lub
nieprawidtowego funkcjonowania C1q stwierdzono tyiko w TRU, lecz take w

niektorych chorobach neurodegeneracyjnych [8,47,48]

1.3. Gen kodupcy C1q

1.3.1. Budowa genu

Sktadowa dopetniacza Clq o by syntetyzowana przez komorki
dendrytyczne, chondrocyty, komorki epitelium, legidwnym zrédiem Clg w
surowicy & monocyty i makrofagi [6,49]. Warunkiem powstania petni
funkcjonalnej casteczki jest obecsé 3 taacuchow kodowanych przez 3 geny:
ClgA, C1gB i C1qC, zlokalizowane na krétkim ramieshromosomu 1 (1p 34,1-
1p 36,3). W ich ssiedztwie znajduj Sic tez geny kodujce inne elementy UD, m.in.
sktadowa dopetniacza C8, biatko wiace C4, receptor UD typu 1 i 2 oraz czynnik F.
Geny Cl1lq obejmuyj 24 kb DNA, a kady z nich skiada si z 2 eksonow
oddzielonych 1 intronem. Poszczegdlne geny zlo&alane § w kolejncci 5’-A-C-
B-3’, a transkrypcja wszystkich 3 gendw jestisle ze sob zsynchronizowana.
Poréwnanie ludzkiego i mysiego biatka Clg wykaz&@% podobiastwo w
sekwencji hydrofobowego peptydu patkowego taicucha A i B, ktOry ostatecznie
jest usuwany w procesie potranslacyjnym i nie wysfe w dojrzatej casteczce
Clg. Sekwencja aminokwasow w Cakowym fragmencie ludzkiego C1q jest w
25% zbigna z mysim regionem ghClqg. Kdy =z tacuchéw zawiera 4
konserwatywne reszty cystynowe m@@g udziat w utrzymaniu integralém
czasteczki [50].

Istnieja 2 typy ekspresji mRNA Cl1qg: podstawowa i indukowgmaez
czynniki stymulujce. Faust i wsp. stwierdzilgze interleukina 6 (IL-6) zwksza
ekspresj C1q, natomiast IL-1 i interferop{INF-y) wykazup dziatanie przeciwne
[51]. Chen i wsp. wykazalize INF-y hamowat wprawdzie dziatanie promotorow dla

genow C1gA i C1qC, jednak zgkiszat aktywné¢ regionu promotorowego genu
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C1gB, ktéry wydaje si mie¢ kluczowe znaczenie dla zsynchronizowanej
transkrypcji wszystkich 3 feeuchow C1q [52]. Nie ma jednak dowodow na#e,
podstawowa synteza Clq przebiega w takim samym aneohie, jak po
zadziataniu czynnika stymuhgego. Poza tym, stwierdzono fak r&znice w
produkcji C1q przez makrofagi i komérki dendrytyezw odpowiedzi na tie
czynniki stymulugce oraz leki (niesteroidowe leki przeciwzapalne- ZRL i
glikokortykosteroidy) w zalenosci od obecnéci stanu zapalnego, lub choroby

autoimmunologicznej np. TRU [53,54].

1.3.2. Mutacje w genie C1q
Wrodzony niedobér sktadowych UD predysponuje dotgp@vania otzkich

infekcji bakteryjnych oraz chorob autoimmunologigeh, w tym pierwotnych i
wtérnych glomerulopatii [2,3,55,56]. W szczeg&loiowykazano zwizek medzy
rozwojem TRU a niedoborem wczesnych sktadowych ihigeza, biosicych udziat
w klasycznej drodze aktywacji UD. Chozidefekt genetyczny dotyczy nie agi]
niz 1% chorych na TRU, to najeksze prawdopodohistwo zachorowania wie
si¢ z istnieniem mutacji w okbie genéw kodujcych C1q (okoto 93% przypadkow).
Ryzyko to jest znacznie wksze ni w przypadku niedoboru C4 (74%), C1r/Cls
(57%), lub C2 (10%) [2]. Stwierdzono tak przypadek zachorowania na nefropati
IgA (ang. IgA-glomerulonephritis- IgA-GN) zwzany z wrodzonym niedoborem
Cl1q [57].

Zachorowanie na genetycznie uwarunkowany TRUazane jest zwykle z
wczesniejszym rozwojem choroby, w >90% przypadkdéw preghiz zajciem skory,
u okoto 39% chorych dochodzi do @eap nerek, ktére przebiega w bardziej
agresywny sposob, podobnie jak ¢z crodkowego ukadu nerwowego. Chorzy
maja zwykle dodatnie pc przeciagrowe (ang. antinuclear antibodies- ANA; okoto
75%), natomiast rzadziej pojawdagic u nich pc przeciw dsDNA (pc p-dsDNA) w
poréwnaniu z chorymi na TRU bez wrodzonego niedobGig. Wielu chorych
umiera w mtodym wieku z powodueekich uogélnionych infekcji bakteryjnych lub
niewydolngci nerek [2,58].

Obecndé¢ mutacji wykazano w kalym z genéw koduagych taicuchy A, B
lub C biatka Clg. Mutacje te maacharakter mutacji punktowych, zygianych z
delech lub zamian pojedynczych nukleotydow, czego konsekwerest powstanie

kodonu stop, zmiana tzw. ramki odczytu, lub zmian@inokwaséw. Na poziomie
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produktu biatkowego skutki tych mutacji widocznevs postaci catkowitego braku
biatka w surowicy, bdZz obecndci niefunkcjonalnej czsteczki C1q (low molecular
weight C1g- LMW-C1q). Objawy niedoboru C1lg dotycwytacznie homozygot,
natomiast heterozygotyczni nosiciele nie wykazajdnych objawéw chorobowych i
aktywna¢ hemolityczna dopetniacza (CH50) dgesic u nich w granicach normy,
chocia funkcja C1q mee by nieco ostabiona [59]. Znane dotychczas mutacje w

genach koducych taicuchy A, B i C skiadowej dopetniacza C1qg przedsbamiw

tabeli 1.

Tabela 1 Mutacje w genach kodagych taacuchy A, B i C sktadowej dopetniacza

Clqg

C-Ho>T Stowacja [60]
ClgA pozycja 186 kodon stop nieobecny Turcja [57,61]
ekson 2 Cypr [61]
C—->T
pozycja 150 kodon stop nieobecny Meksyk [62]
ekson 2
G- A
ClgB pozycja 15 Gly — Asp LMW-C1q Maroko [63]
ekson 1
G- A
pozycja 217 Gly — Arg nieobecny Grenlandia [64]
ekson 2
G- A Niemcy [60]
pozycja 6 Gly — Arg LMW-C1q Indie [65]
ekson 1 Arabia Saudyjska [66]
C—>T
pozycja 41 kodon stop nieobecny Jugostawia [65]
clac ekson 1
del C
pozycja 43 kodon stop nieobecny Wielka Brytania [65]
ekson 1
G- A
pozycja 48 Gly — Arg nieobecny Turcja [67]
ekson 1
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Wrodzony niedobér C1q stwierdzono gibtu ponad 40 oséb z 20 rodzin, w
tym 11 probantéw pochodzito z Turcji. Dlatego bamlarrstas¢ wystpowania
najczstszej mutacji dotyezxej eksonu 2 w obrebie genu C1gA w grupie choryeh n
TRU bez udowodnionego podi® genetycznego oraz zdrowej populacji tureckiej.
Jednak nie stwierdzono wypbwania homozygot i wykryto tylko jedn
heterozygotyczqn zdrowa osolz w catej badanej grupie. Wyniki te potwierdzifg
chocia wrodzony niedobér C1q jest zyzany z bardzo wysokim ryzykiem rozwoju
TRU, to mutacje w genach Cl@ $ardzo rzadkie zarowno w ainie zdrowej
populacji, jak i wréd chorych na TRU [68,69].

Obecné¢ LMW-C1q stwierdzono po raz pierwszy w surowicy gfah z
genetycznie uwarunkowanym TRU. Clg o masiasiaczkowe] 155 kD nie
wykazuje aktywnéci hemolitycznej, nieadczy sk z Kl oraz nie jest rozpoznawany
przez receptor dla C1g na monocytach [70,71]. Heelezi wsp. wykazali obeckd
LMW-C1q takze w surowicy chorych na TRU bez wrodzonego defektabrcbie
genu C1q, jak rownie w populacji zdrowych ochotnikéw i dzieci z obanym
stezeniem C3 w surowicy w przebiegu ostrego KZN. Wpgsivat on w znacznie
wyzszych stzeniach u chorych na TRU (zwlaszcza w okresie za@sia choroby)
niz w pozostatych grupach. Nie zaobserwowano korelawjedzy stzeniem
prawidtowego C1q i LMW-C1qg w surowicy chorych na WRNatomiast zatenosé¢
taka stwierdzono w zdrowej populacji. Wykazang, trodtem LMW-Clg w
surowicy, podobnie jak funkcjonalnego Clq,monocyty i makrofagi. Wydaje i
ze jest on raczej produktem syntezy przez te komarkiie produktem rozpadu lub
modyfikacji prawidtowe] czsteczki C1q [72,73]. Jednzd rola jalg petni LMW-
Clg w surowicy chorych na TRU oraz w zdrowej popjilaie zostata datl
wyjasniona.

Poniewa stwierdzono pojedyncze przypadki oséb, ktére mishecndci
mutacji w obu allelach genu kodopgo Cl1lqg nie rozwigly zadnych objawdw
chorobowych, zasugerowano #liwos¢ istnienia dodatkowych zmian genetycznych
warunkupcych rozwoj TRU. Zwiaszczaze tylko w <1% przypadkow choroba
Zwigzana jest z obechoia mutacji, a u pozostatych czynniki predyspaice] do
rozwoju TRU pozostaj nadal nieznane. Wykazano obe@ntzw. cichych mutacji
(zmiana pojedynczego nukleotydu nie wywabég zmiany w kodowanej reszcie
aminokwasowej) wrod chorych z wrodzonym niedoborem C1q i czitonkd@h i

rodzin. W przypadku obecid niektérych z nich stwierdzono podugzone ryzyko
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rozwoju podostrej skornej postaci TRU (PSTRU) IUBU, zwiazek z cézszym
przebiegiem choroby, wptyw naggenie C1qg, C3, C4 w surowicy i wygienie TZN
[74-78].

W badaniach na mysich modelach TRU stwierdzamoijstnieje zwizek
migdzy rozwojem TZN i stzeniem Clg w surowicy a SNP nie tylko w genach
koducych tacuchy biatka Clq, ale tak w genie regulatorowym w affoie
chromosomu 4 [79]. Otrzymane wyniki wskazuja zizona patogenegz i udziat

wielu genéw w rozwoju TRU.

1.4. Przeciwciata przeciw C1q

1.4.1. Historia wykrywania pc p-C1q w surowicy

W latach 70-tych XX wieku Agnello i wsp. odkryli surowicy chorych na
TRU z towarzyszca hipokomplementemi precypityny, ktore wykazywaty cechy
monomerycznych IgG [80]. Wykryto je ta& w surowicy chorych na przewlakt
pokrzywlke z zapaleniem nacayi hipokomplementemi(ang. hypocomplementemia
urticarial vasculitis syndrome- HUVS) [81]. W lala@&0-tych wykazano,zisy to
przeciwciata skierowane przeciw sktadowej dopelrsa€1q, a dokladnie przeciw
regionowi CRL-C1q [82]. Wyniki kolejnych badgorzyniosty nowe informacje o
wiasciwosciach tych przeciwciat, a ich obecgowykazano nie tylko w chorobach
autoimmunologicznych, ale tad infekcyjnych i w populacji zdrowych oséb [83-87].
W szczegolnéci badano jednak udziat tych pc w rozwoju TRU, pasliajac role pc
p-C1q w diagnostyce, ocenie aktywsnoi przewidywaniu zaostr2eTZN [88-90].

Na pocatku bada nad pc p-Clg wykrywano je za pomoenetod
radioimmunologicznych  [82]. Naginie wprowadzono metody immuno-
enzymatyczne, w ktérych jako antygensywano catej casteczki C1lq lub tylko
regionu CRL-C1g. Obecnie w powszechnynyaiu stosowaneaskomercyjne testy
ELISA takich firm, jak: ORGENTEC DIAGNOSTIKA GmbHMeinz, Niemcy),
IMTEC IMMUNODIAGNOSTIKA GmbH (Berlin, Niemcy), EUR@MUN
MEDIZINISCHE LABORDIAGNOSTIKA AG (Libeck, Niemcy), ALPO
DIAGNOSTICS (Salem NH, Stany Zjednoczone), DIAGERSIEMilton Keynes,
Wileka Brytania) i BTHLMANN LABORATORIES (Schénenbuch, Szwajcaria).
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1.4.2. Charakterystyka przeciwciat przeciw C1q

Przeciwciata przeciw C1lq nate do immunoglobulin klasy IgG i IgA.
Stwierdzonoze w zalenosci od choroby dominuje jedna z klas, a nawet paikia
[83,91,92]. W odrénieniu od innych ligandow rozpoznawanych przez rfragt
ghClq, pc p-Clqg wia sic z regionem CRL-Clqg, w ktérym doszto do zmian
konformacyjnych i ujawnienia sinowych epitopéw na skutek wdrgejszego
wigzania C1q do Kl [93]. Stwierdzonge pc p-C1lg magwykazywa specyficznéc
wobec r@nych epitopow w zalaosci od choroby [85]. Wykrywano tak pc p-Clq
skierowane przeciw regionowi ghClq (utworzonemuepriragmenty ghA, ghB i
ghC), tak w surowicy chorych na TZN, jak i u osdirawvych [94]. W zdrowej
populacji dominowaty jednak pc skierowane przeciwBg ktére wystpowaty
najrzadziej wrod chorych na TZN (64% vs. 27%) [95]. Tan i wspvierdzili, ze
czestas¢ ich wykrywania viréd chorych na TRU (zaréwno z zejem nerek, jaki i
bez TZN) nie przekraczata 7%, ae¢wibytla porownywalna do grupy zdrowych
ochotnikéw (ZO) [96].

Przeciwciata przeciw Clgq wykryto w wielu chorobadutoimmu-
nologicznych (czi¢ z nich przebiega z zgjiem nerek) i infekcyjnych. Stwierdzono
ich wystpowanie take w zdrowej populacji z ¢stcscia od 4% (w patej dekadzie
zycia) do 18% (w 6smej dekadzigcia) [84,97,98]. Rzadziej wykrywano je u dzieci,
zaroéwno chorych na TRU, jak i zdrowych, a w niekbtdr badaniach byty one nawet

nieobecne w grupie kontrolnej [99].

1.4.3. Wysepowanie pc p-C1q w chorobach autoimmunologicznych

Przeciwciata przeciw Clg wykrywano w surowicy chadryna réne
choroby autoimmunologiczne, z ktdrycheéz ma charakter uktadowy, inne dotyicz
pojedynczego nagdu. Wtabeli 2 przedstawiono choroby i ¢gtas¢ wykrywania pc
p-C1q w surowicy chorych.
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Tabela 2. Choroby autoimmunologiczne, w ktérych wykrywano peClgq w
surowicy chorych

Czestosé wykrywania B
Choroba ¢ R _ Zrodto
pc p-C1lg w surowicy

TRU 21%-62% [85,100-104]
TRU z TZN 56%-100% [94,105,106]
TRU bez TNZ 28%-45% [105,107]
aTZN 74%-100% [102,108,109]
naTZN 24%-74% [102,108,110]
L@@ @@ 1
MPGN 54%-88% [92,111]
IgA-GN 0%-3% (1gG)B1% (IgA) [83,112]
Popaciorkowcowe KZN 33%-38% [99,113]
IMGN 14%-33% [83,112]
FSGS 50% [83]
MCD 0%-50% [83,112]
EXGN z pc p-GBM w surowicy 36% (Ig@B% (IgA) [83, 114]
I rechombyukedws )
HUVS 100% [115]
SWW 32% (19G)68% (IgA) [91]
Zespot Felthy’ego 76% (19G)/29% (IgA) [83]
MCTD 94% (1gG)/ 65% (IgA) [83]
Zespot Sjogrena 13% [116]
Mieszana krioglobulinemia 50% (19G)/25% (IgA) [83]
e e |
Choroba Gravesa-Basadowa 30% [87]
Zapalenie tarczycy typu Hashimoto 21% [87]
Miastenia gravis nie okrglono [117]

Poza wymienionymi w tabeli chorobami autoimmunaagymi, pc p-Clq
wykrywano u niewielkiej liczby chorych na zesztyapce zapalenie kgostupa,
zespot Raynaud, mieszankrioglobulinemg, niezréznicowas chorolg tkanki
tacznej. W przypadku reumatoidalnego zapalenia stawdwardziny ukfadowej
wyniki bada s rozbiezne, a cezstas¢ wykrywania tych pc wynosi od 0 do
maksymalnie 10% [83,85,116,118]. Jakadiptpc tych nie wykrywano w surowicy
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chorych na zapalenie wielosdhiowe/skdrnomgsniowe, zapalenie olbrzymioko-
morkowe &tnicy skroniowej oraz w chorobie ziarniniakowateg@énera [83,85].

Nalezy podkréli¢, ze w przypadku chorych na uktadowe zapalenie matych
naczyi (ang. small vessel vasculitis - SVV), KZN z przecatami przeciw btonie
podstawnej (ang. anti-glomerular basement membrape p-GBM) i IgA-GN
przewaaja pc p-C1q w klasie IgA. Przeciwciata przeciw Clgudklasie 1I9G3 §
natomiast bardziej charakterystyczne dla pierwand®GN [92]. Natomiast wod
chorych na TRU i HUVS wykrywane pc naddy do klasy 1gG2 [101,115], chocia
sugeruje s, ze pc podklasy 1IgG3 wydajsie bardziej przydatne do monitorowania
aktywnaci i oceny skuteczrigi leczenia TZN [119].

W przypadku TRU, agtas¢ wykrywania pc p-C1qg w surowicy jest bardzo
rézna w zalenaosci od zagcia nerek i aktywngci choroby. Podkrda sk ich wysoky
negatywn wartaé¢ predykcyjm (87-100%) w diagnozowaniu i przewidywaniu
zaostrzé TZN [88,104,105,108]. W przypadku PKZN, Kozyro spv stwierdzili,ze
wykrywanie pc p-C1qg w surowicy chorych na poprakievcowe KZN whzato sg¢ z
cigzszym przebiegiem i gorszodpowiedza na leczenie, przy czym badania
przeprowadzone zostaty na populacji dzieci, a or@stych [99,113].

Przeciwciata przeciw Clq wykrywano fak w autoimmunologicznych
chorobach tarczycy, takich jak choroba Gravesa-@asa i zapalenie tarczycy typu
Hashimoto. W obu przypadkach stwierdzono korelatgdzy stzeniem pc p-Clq a
funkcja tarczycy ocenian za pomog TSH, czego nie wykazano w przypadku
swoistych pc przeciwtarczycowych. Wykazano dodgkorelacg miedzy pc p-C1q i
pc przeciw tyreoglobulinie w surowicy chorych napakenie tarczycy typu
Hashimoto, lecz nie zaobserwowano takich zabéci migdzy pc p-Clq i przeciw
peroksydazie tarczycowej. Potlukova i wsp. sugeudiziat pc p-C1q w patogenezie
autoimmunologicznych choréb tarczycy w mechaniznmigzalenym od pc
przeciwtarczycowych [87].

Sugerowany jest teudzial pc p-Clq w patogenezie miastenii gravis.
Wykrywano je w surowicy chorych oraz u myszy z ekgmentalnie wywotan
choroly autoimmunologiczin dotyczca polczen nerwowo-mgsniowych. W
przypadku myszy, stenie pc p-C1lqg korelowato zegkoscia objawow klinicznych,
czego nie wykazano u ludzi. Nalejednak podkrdi¢, iz u wszystkich chorych

zastosowano uprzednio leczenie i stwierdzono stelénos¢. Mechanizm, w
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jakim pc p-C1q miatyby doprowadzao choroby lub przyspieszgej rozwoj nadal
nie zostat poznany [117].

1.4.5. Wysepowanie pc p-C1q w chorobach infekcyjnych

Jak doid, pc p-Clgq wykazano w surowicy chorych zakach wirusami
HIV i HCV [86,120]. Sugeruje 8j ze mog@ one bréa udzial w patogenezie tych
chorob, hdz s tylko efektem reakcji ukladu odporimowego na zakaenie
wirusem. Wréd chorych HIV pozytywnych pc p-Clg stwierdzantoiisie czsciej
niz w grupie ZO (13% vs. 5%). Rowrigrednie s¢zenia tych pc byly znacznie
wyzsze w grupie HIV dodatniej hiwsréd ZO. Nie wykazano korelacji muzy
stezeniami pc p-Clq a stopniem zaawansowania chordimygia zaobserwowano
tendeng} do czstszego ich wykrywania w surowicy chorych bezobjaych niz w
stadiach zaawansowanych. Iclzenia obniaty sk wraz z czasem trwania choroby.
Nie stwierdzono réwnierdznic w tempie obriania s¢ liczby limfocytow CD4+ i
stezen HIV RNA miedzy chorymi z wykrywanymi pc p-Clq w surowicy, augt
chorych bez tych pc. Jednak chorzy z pc p-C1lg wykali wicksza zdolng¢ do
neutralizacji wirusa, dgki czemu sugeruje siich wpltyw na przebieg choroby.
Dodatkowo u chorych HIV pozytywnych wykazano koogtamigdzy pc p-Clq a pc
skierowanymi przeciw biatkom szoku cieplnego z 1ogz hsp60/65 [120].
Natomiast nie stwierdzono takiej zatesci w przypadku chorych na TRU [85].

W przypadku infekcji wirusem HCV, pc p-Clg wykrym@ u 26%
zakaonych, chocia nie wykazano zwazku mkdzy wystpowaniem tych pc a
genotypem wirusa, wiremyi cigzkoscia uszkodzenia wtroby, ryzykiem rozwoju
mieszanej krioglobulinemii, czy wtérnego SVV. W woadku pojawienia s8i
mieszanej krioglobulinemi najegciej wykrywano je w surowicy chorych HCV
dodatnich z wykrywanymi krioglobulinami typu Ill.l8erwowano korelagjmi¢dzy
stezeniem pc p-C1lq i C4 w surowicy chorych na WZW typUi86]. Rola pc p-Clq
W rozwoju i progresji zakeenia wirusem HCV pozostaje jednak nadal

niewyjasniona.

1.4.6. Udziat pc p-C1q w patogenezie KZN
Ztogi zawierajce sktadowe dopetniacza Clq, C3, C4 oraz immunagjiob
klasy IgA, IgM i 1gG stwierdza siw kicbuszkach nerkowych chorych zzrgmi

typami KZN. Stanowq one uyteczny marker w diagnozowaniu izrécowaniu
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poszczegolnych form morfologicznych KZN [121]. Pmagdmiernej produkcji, lub
zaburzonym mechanizmie usuwania, KKI sktadajs¢ z antygenu i specyficznego
pc osadzaj sic w obrbie kikkbuszka nerkowego. Przyktadem choroby, w ktorej
stwierdza sj depozyty Kl zawierajce r&nego typu antygeny (dsDNA, nukleosomy,
Clq) w wielu tkankach, w szczegoktd w nerkach, jest TRU. Kompleksy
immunologiczne magtakze powstawa in situ, gdy pc rozpoznajantygeny wiasne
kicbuszka nerkowego, czego przyktadem jest rozwdj Ex@&Noc p-GBM w
surowicy. Wskutek aktywacji UD magone inicjow& miejscowy stan zapalny
wywotujac uszkodzenie struktury, a tym samym zabuzgrawidiows funkcje
kigbuszka nerkowego.

Depozyty zawierace pc p-Clq stwierdzono w aie kicbuszkow
nerkowych pochodgych od chorych na TZN, w szczeg&ob ze zmianami
proliferacyjnymi [122]. Wykazano istotnie wgze s§zenia tych pc w surowicy
chorych z depozytami Clq wykrywanymi w nerkach [[L0Stwierdzono ujemm
korelacg migdzy intensywnécia ztogow w kkbuszku nerkowym i gskeniem pc w
surowicy [123].

Zaobserwowana,e po podaniu myszom pc p-C1lq, odktadsg one wraz z
C1lq wzdtd btony podstawnej kbuszka nerkowego i w mezangium. Jednégise
stwierdzono obrienie s¢zenia C1q w surowicy, a w #buszku nerkowym ztogi C3 i
niewielki naciek z leukocytow, co wskazywato na yakdcik UD. Jednak, z
wyjatkiem pojedynczych przypadkéw tagodnej albuminuniie obserwowano
jawnej Kklinicznie choroby nerek [124]. W przypadkmyszy pozbawionych
mozliwosci wytwarzania immunoglobulin klasy 1gG, po podanpc p-Clq
wykrywano wprawdzie KKI-C1g w surowicy, lecz nievgtrdzano ztogéw C1q i pc
p-Clq w kkbuszkach nerkowych [125]. Dopiero wstrzyaie pc p-C1lg myszom z
pierwotnie istniejca nefropaty wywotam pc p-GBM wywotato pojawienie siw
kiebuszku nerkowym znacznego nacieku z komérek zaphjJrgmian martwiczych,
fragmentow gder komorkowych, zmian zakrzepowych we $whgzkach i
wystapienie znacznej albuminurii u wkszaci osobnikéw. Sid wniosek,ze pc p-
C1lg mog doprowadzé do rozwoju nefropatii tylko na podta istniepcych juz
wczesniej zaburzé immunologicznych, na skutek ktérych doszio do adkiia si
Kl w obrebie kicbuszka nerkowego, z ktorymi zyziat st C1q [6,126-128].

Jak doid nie jest jasny mechanizm, w jakim pc p-C1q mbrgt udziat w
patogenezie innych KZN, chocigpodobnie jak w przypadku TZN wydajegsi
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wysoce prawdopodobnynie ich obecn& nie jest wystarczaga do pojawienia si
jawnej klinicznie nefropatii, na co wskazuje wykgmre tych pc take w chorobach
przebiegajcych bez zajcia nerek.

1.5. Inne markery immunologiczne

1.5.1. Przeciwciata przeciw dsDNA

Jak doad, w surowicy chorych na TRU stwierdzono veysiwanie ponad
100 autoprzeciwciat skierowanych przeciw zmgm antygenom agdrowym,
cytoplazmatycznym i powierzchniowym, lecz rolagkdzaici z nich nie jest jak
dotad dobrze poznana [128,129]. Ze wghl na zréanicowany przebieg TRU z
okresami zaostrzei remisji, w praktyce klinicznej decydiga role w ocenie
aktywnaci choroby odgrywa obraz kliniczny pacjenta, a $$¢p0 markerow
immunologicznych szczegdllne znaczenie przypisujeoghaczaniu gkenia pc p-
dsDNA w surowicy.

Przeciwciata przeciw dsDNA wykrywane s 40-80% chorych na TRU,
chocia ujemny wynik ich oznaczenia nie wyklucza choroWiykazup one wysok
swoisté¢ dla TRU. Nie wykrywano ich w surowicy chorych n&ZN oraz w
zdrowej populacji. Wskazuje to na wygokvartags¢ diagnostycza pc p-dsDNA.
Zaobserwowano tale zalenos¢ miedzy stzeniem pc p-dsDNA i aktywrigia TRU.
Istnieja przypadki chorych ze stale podisgonym sizeniem pc p-dsDNA w
surowicy pomimo braku aktywnej choroby [6,130-13@|zrost s¢zenia tych pc
zwykle wyprzedza zaostrzenie TRU, chac@pisywano take przypadki obriania
si¢ skzen pc p-dsDNA ta przed zwekszeniem aktywniei choroby [133,134].

Istnieja sprzeczne opinie co do istnienia korelacjeaaiy stzeniem tych pc
p-dsDNA w surowicy a aktywrsgia TZN. Cz$¢ badaczy sugeruje bezpedni
udziat pc p-dsDNA w patogenezie TZN, w szczeg&naov powstaniu aktywnych
zmian proliferacyjnych w kbuszku nerkowym [103,135,136]. Wyniki innych bada
potwierdzaa wprawdzie ich ral w ocenie ogoélnej aktywsdoi TRU, jednak
zaprzeczajwartasci pc p-dsDNA jako markera zdicujacego zaostrzenie z zajem
nerek od tego bez objawéw nerkowych [88,104,1378. wWizgkdu na gorsze
rokowanie i wyniki leczenia chorych na TRU, u ktdnydoszio do zafia nerek,
nadal poszukuje simarkerow o wikszej swoistéci naradowej niz pc p-dsDNA, a

jednym z proponowanych kandydatow w ocenie aktyen®ZN 3 pc p-C1q.
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1.5.2. Sktadowe dopetniacza C3i C4

W codziennej praktyce w celu oceny aktywecioTRU, oprécz badania
stezenia pc p-dsDNA, zastosowanie znalazio oznaczamigens sktadowych
dopetniacza C3 i C4 w surowicy. Obanie stzenia tych biatek nie jest jednak
swoiste dla TRU i mie towarzyszy innym chorobom przebiegaym z nadmiera
I czesto niekontrolowasm aktywacyp UD przez Kl, ladz specyficzne pc. W PKZN
hipokomplementemia zwykle towarzyszy ostremu pdiofgnemu KZN oraz
MPGN. W pierwszym przypadku jest ona zwana z aktywagj UD przez KKI
zawierajce antygen bakteryjny i skierowane przeciw niemu Radobna sytuacja
dotyczy MPGN typu |, gdzie dochodzi do aktywacji UBbg klasyczm z udziatem
Kl, czesto w zwhzku z zakaeniem wirusem HCV. Natomiast w przypadku MPGN
typu Il dochodzi do nadmiernej aktywacji dopetniaairoga alternatyvan zwykle
na skutek pojawieniagiw surowicy chorych czynnika nefrytycznego, czydiklasy
IgG stabilizupcych konwertag C3 alternatywnej drogi aktywacji UD. W tym
przypadku obrieniu ulega poziom C3 w surowicy, natomiagtehie C4 migci Si¢
w granicach normy [54,138].

Wigksza¢ badaczy jest zdaniaze pomimo cgstego wysipowania
hipokomplementemii u chorych na TRU, zwlaszcza viyvakej fazie choroby,
samodzielne oznaczenie C3 i C4 nie jest wystagcyaj markerem aktywrsgi
choroby, a tym bardziej nie wykazuje swoisicnarzdowej [1]. Dopiero paiczenie
obnizonych s¢zen C3 i/lub C4 z oznaczeniem pc p-dsDNA, lub p-Clgwowicy
wydaje s¢ w bardziej wiarygodny sposoBwiadczy¢ o aktywndci TRU
[88,105,132]. Wprawdzie nibwy jest pomiar szen innych produktow aktywacji
UD w surowicy (C1g-Clqg inh complex, C3a, C4a, Cea&d, C4d), lecz sto
substancje niestabilne, o krétkim czasie pottrwaimth stzenia nie zawsze korehyj
ze stzeniami ich prekursoréw w surowicy [139]. Ostatnmdgresla sk przydatnéé
oznaczania przytzonego do erytrocytéw/retikulocytbw C4d,add ekspres;ji
receptora dla UD typu 1 (CR1) metoatytometrii przeptywowej. Stwierdzono
wyzsza ekspresj C4d oraz nisza CR1 na erytrocytach chorych na TRU w
poréwnaniu do populacji zdrowej. Zmiany w ich elegjr wydaj sie korelowa z
aktywnascia TRU [139,140]. Jednak wyniki te wymagajotwierdzenia na wkszej
grupie badanych. Poza tym, ze waxll na mniejsg dostpna¢ cytometrii
przeptywowej, nie wydaje siaby w codziennej praktyce lekarskiej badania tgtno

zashpic¢ oznaczenie stenia C3 i C4 w surowicy.
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1.6. Uzasadnienie dla przeprowadzenia analizy wygtowania przeciwciat
przeciw C1q w surowicy chorych na PKZN i WKZN

Z przeprowadzonych dotychczas badaynika, &z pc p-Clgq wydaj sic
odgrywa& szczegOla role w patogenezie chorob autoimmunologicznych, doyktdr
zalicza st KZN. Przeciwciata przeciw Clgagednymi z najcgiciej badanych w
ostatnich latach kandydatéw w poszukiwaniu nieingiazch metod diagnozowania,
oceny aktywnéci i monitorowania skuteczdoi leczenia TRU. W szczegolém
podkrgla sk ich zwiazek z rozwojem i aktywri@ia TZN. Poniewa wyniki
dotychczasowych badass czsto sprzeczne, intereggym wydawato si podgcie
bada dotyczacych czstasci wykrywania, r@nicy w stzeniach i korelacji pc p-Clq
z innymi markerami serologicznymi (KKI-C1lg, pc pBINA, sktadowych
dopetniacza C1qg, C3 i C4) w grupie chorych na TZBrowno w aktywnej fazie
choroby, jak i w okresie remisji. Poza tym, wobeosankowo niewielu danych
dotycacych wykrywania pc p-Clq w PKZN, celowym wydawalix dakze
przeanalizowanie wygbowania tych pc oraz ich potencjalny zmek z obrazem
klinicznym, wynikami bada biochemicznych i serologicznych w poszczegolnych
typach morfologicznych PKZN.

Ponadto, pomimo stwierdzanej przez niektérych bagagemnej korelacji
miedzy pc p-Clg a steniem sktadowej dopetniacza Clg w surowicy, nie
analizowano jak dat ekspresji mMRNA Clq w leukocytach chorych na TZN w
zaleznosci od aktywndci procesu zapalnego wekluszku nerkowym. Interesigym
wydawato st takze poréwnanie tej ekspresji z chorymi na inne forKZN i
PKZN oraz u ZO. W dotychczasowymépiiennictwie nie znaleziono ponadto bada
oceniajcych ekspregi mMRNA Cl1lg w nerkach chorych na KZN, chaciatogi
zawierajce C1q mena uwidoczni metodami immunohistochemicznymi zaréwno w
przypadku pierwotnych, jak i wtornych KZN.

Podgte badania mialy na celu lepsze zrozumienie roli p€1lg w
patogenezie KZN oraz ocgnprzydatnéci ich oznaczania w diagnostyce i

monitorowaniu aktywn¢ci choroby.
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2. CEL PRACY:

1. Ocena cgstasci wyskpowania i stzen przeciwciat przeciw skiadowej Clq
dopetniacza w surowicy chorych na PKZN i WKZN omsdb zdrowych.

2. Poréwnanie ogstasci wyskpowania i stzen przeciwciat przeciw Clq z innymi
markerami immunologicznymi specyficznymi dla uktageh choréb tkanki
tacznej.

3. Proba wyjanienia zalenosci migdzy wykrywaniem przeciwciat przeciw C1q i
pozostatych markeréw serologicznych a wpstvaniem i obrazem klinicznym
PKZN i WKZN (szczegolnie TZN).

4. Poszukiwanie wybranej mutacji w genigidacha A C1q w leukocytach krwi u
chorych na KZN.

5. Ocena ekspresji MRNA daucha A Cl1q w leukocytach krwi osob zdrowych i
chorych na KZN.

6. Ocena ekspresji mMRNA daucha A C1q i produktu biatkowego C1q w nerkach
0s06b zdrowych i chorych na KZN.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Chorzy

Badaniem ohjto 208 chorych, u ktérych rozpoznano KZN oraz 86
zdrowych ochotnikow (K). \&f6d chorych na KZN, u 139 rozpoznano PKZN, a
pozostali stanowili grup chorych na WKZN. W grupie PKZN, rozplemowe KZN
(KZN-R) zdiagnozowano u 107 os6b, w tym u 100 chbriviesPGN (w tym u 36
IgA-GN) i u 7 MPGN. Nierozplemowe KZN (KZN-NR) stesidzono u 32 chorych,
w tym u 26 IMGN oraz u 6 FSGS. dd chorych na WKZN, u 63 rozpoznano TZN
(51 rozpozna byto potwierdzonych biopsyjnie), a u 6 EXGN w frisgiu SVV, w 3
przypadkach zwzane z wykrywaniem pc pANCA i w 3 z pozytywnymi @aNCA
w surowicy. U 12 os6b rozpoznanie TZN byto oparigaaznie o objawy kliniczne i
wyniki bada dodatkowych. Biopsja nerki nie mogtadwykonana ze wzgtu na
istniejace zaburzenia krzepguia krwi lub/i stwierdzenie zbyt matych rozmiarow
nerek w badaniu USG,¢tlacych skutkiem dlugotrwatego procesu chorobowego.
Wsrdd chorych na TZN, klgsll rozpoznano u 6, klaslll u 13, klag IV u 29 oraz
klaz V u 3 os6b. Ocena morfologiczna materiatu uzysgarodczas przyciowej
przezskoérnej biopsji nerki dokonana zostata w KiatedPatomorfologii Klinicznej
UM w Poznaniu zgodnie z klasyfikacystalorm przez The International Society of
Nephrology/Renal Pathology Society z 2004 roku. r§cemunopatologicznej
dokonano w Katedrze Immunologii Klinicznej UM w B@amniu w ramach rutynowe;j
diagnostyki KZN. Spé&rod calej badanej grupy chorych na KZN, u 28 z
rozpoznanym TZN, u 5 z EXGN oraz u 69 z PKZN, pidtwi do badania pobrano
w tym samym dniu, w ktérym zostata wykonana biopsgaki. Dane kliniczne i
biochemiczne chorych na PKZN i WKZN przedstatabela 3 A i B.

Oznaczenia pc p-Clq, p-dsDNA, KKI-C1lg oraz aceskzen Clg w
surowicy wykonano u 208 chorych i 86 zdrowych oadilaiw. U wszystkich
chorych na KZN i w grupie K oceniono takekspregi mMRNA C1g w leukocytach
krwi. Eksprest mRNA C1q w nerkach analizowano u 59 chorych, w tyr86 na
PKZN, u 17 na TZN i u 6 na SVV. Wybrane dane kimme i biochemiczne chorych
u ktérych badano ekspresmRNA C1lg w nerkach przedstawiono tabeli 4.
Materiat kontrolny stanowito 5 chorobowo niezmiemjoh fragmentéw nerek
pochodzacych z otoczenia usugtych guzéw nerek (ang. normal kidney- NK).

Ekspres; produktu biatkkowego Clq w nerkach oznaczono mgtod
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immunoenzymatyczn za pomog badania IF (dzki uprzejmaci Kierownika
Katedry Immunologii Klinicznej — Prof. UM. dr habn. med. Grzegorza
Dworackiego).

Chorych na TZN podzielono na dwie grupy w zat#ci od aktywndci
procesu chorobowego ocenianego wg skali SLEDAI-2K1]. Zakres punktow,
ktore chorzy mogli uzyskamiescit sic w granicach od 0 do 105. Ponieww
badaniu uwzgidniono wyhkcznie chorych na TRU z zg@jem nerek w przebiegu
choroby, spé&rdd kryteriow aktywnéci w skali SLEDAI-2K na aytek tego badania
wyodrebniono dodatkowo tylko te bezfrednio swiadczace o TZN (SLEDAI-N).
Nalezaty do niech: biatkomocz powsgj 0,5 g/dob, erytrocyturia (E; powsej 5
RBC wpw w ocenie osadu moczu po odwirowaniu), leykaria (powyej 5 WBC
wpw W ocenie osadu moczu po odwirowaniu) bez obyawaakaenia uktadu
moczowego lub kamicy nerkowej oraz obegnwateczkdédw czerwonokrwinkowych
lub ziarnistych w badaniu ogélnym moczu. W skalEBIAI-N chorzy otrzymywali
maksymalnie 16 punktéw (po 4 pkt zazlla spetnione kryterium). Do grupy aTZN
zaliczono chorych, ktorzy otrzymatilO punktéw w skali SLEDAI-2K, z czego min.
4 pkt. za wysipowanie objawow nerkowych. Charakterysty¢horych na aTZN i
naTZN przedstawiono wabeli 5.

W grupie z aTZN, chorzy otrzymali od 10 do 38 pidwk w skali SLEDAI-
2K (mediana 20), a w skali SLEDAI-N od 4 do 16 pkhediana 12). Natomiast w
grupie z naTZN, punktacja w skali SLEDAI-2K rso#ta sk w zakresie od O do 8
(mediana 5), a wg SLEDAI-N od 0 do 4 (mediana @os&d 38 chorych na aTZN
zagcie nerek po raz pierwszy rozpoznano u 30%. Poltobidi leczeni w
przesziéci pulsami MP (34% vs. 68% chorych na naTZN; p<{®,0dulsami
cyklofosfamidu (CYC) (18% vs. 40% chorych na naTZpk0,08), daylnymi
wlewami immunoglobulin (3% vs. 0%; ns), chlorochidoustnie (8% vs. 20%
chorych na naTZN; ns), azatiopgyfAZA) doustnie (11% vs. 8% chorych na
naTZN; ns). Przed wygbieniem zaostrzenia 61% chorych na aTZN przyjmowato
przewlekle metylprednizolon (MP) doustnie snedniej dawce 22 mg + 14 mg. W
zwiazku z aktywnécia choroby 23 z nich wymagato podania MP iv, 2 osoby
otrzymaty CYC iv, a u pozostatych zitszono dawk sterydéw doustnych. W
momencie pobierania probki krwi do badavszyscy chorzy z grupy naTZN

otrzymywali MP doustnie wredniej dawce 13 mg + 8 mg, 1 chora dodatkowo
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przyjmowata chlorochigg 2 AZA i 1 CsA. U wszystkich chorych z naTZN
utrzymano dotychczasowe leczenie.

W grupie chorych z EXGN w przebiegu SVV: kiozyzna byt w trakcie
sterydoterapii doustnej (MP w dawce 48 mg), jakatkouacji po pulsach MP iv,
ktére otrzymat miegac wczeniej. U pozostatych, pobranie prébek krwi odbyte si
rownoczénie z wykonaniem biopsji nerki i postawieniem rozpania SVV.
Wszyscy otrzymali MP iv, a 3 chorych dodatkowo CWC (u pozostatych ze
wzgledu na towarzysge infekcje nie podano tego leku).

Wsrdéd chorych na PKZN, MP doustnie otrzymywato 18%ViesPGN
(Srednia dawka 22 + 13 mg), 14% z MPGhle@nia dawka 28 + 17 mg), 4% z
IMGN ($rednia dawka 30 £ 6 mg) i 67 % z FSG®e(inia dawka 46 + 23 mg).
Réwnoczénie ze sterydoterapi2% chorych na MesPGN przyjmowato CsA, 4%
AZA i 4% chlorambucyl. Jeden chory na MPGN i 2 n&GS otrzymywato
dodatkowo CsA. MP iv otrzymato 8% chorych na MesPGI8% na IMGN.
Réwnoczénie z pobraniem prébki krwi do naszych b&deozpoznanie KZN
postawiono u 50% chorych na MesPGN, 57% na MPGBf & IMGN i 33% ha
FSGS.

Dodatkowo chorych na PKZN i TZN podzielono na paghyr
- wg kryterium wyst¢powania pc p-C1lq w surowicy: PKZN p-C1q(+)/ PKZN p-
C1q(-); TZN p-C1q(+)/TZN p-C1q(-);

- w zaleznoéci od wykrywania pc pc-dsDNA w surowicy: TZN p-dsBI¥)/TZN p-
dsDNA(-);

- ze stwierdzonym biatkomoczenxdu ZN i bez ZN;

- ze stwierdzomerytrocyturg (E) i bez E.

W wymienionych podgrupach analizowananite zarowno dotyeze cech
klinicznych, biochemicznych, a w szczegd&laoimmunologicznych (rozdz. 4.11,
4.12,4.1314.14).
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Tabela 3A.Dane morfologiczne, kliniczne i biochemiczne clutrypa PKZN

Czas medzy
pobraniem Czas
Postat Liczba  Pleé Wiek krwi trwania Scr eGFR wg MDRD  Uprot ZN E NT
morfologiczna chorych  K/M (lata) ablopgjq chorc_be (umol/L)  (mL/min/1.73m?2) (g/24h) (liczba (liczba (liczba
KZN §r£SD nerki (miesigce)  §r£SD §r£SD §r+SD  chorych) chorych) chorych)
(miesiace) §r£SD
§r+SD
S . 4 e o)
MesPGN 100 77/23 37%13 18+5 305 81,8+24.,8 82,4+28,7 2,8£0,5 17 a7 65
IgA -GN 36 26/10 3310 16+9 269 83,0+£26,5 84,6+29,6 3,2¢t1,0 5 23 21
Non-IgA-GN 64 51/13 39+£13 19+6 32+7 81,1+23,9 81,1+28,2 2.6£0,5 12 24 44
MPGN 7 5/2 35+13 2+1 19+14 92,7+31,0 75,6+32,0 4,6x1,1 5 5 6
- PKZNNR(=») 00O
IMGN 26 16/10 52+14 22+13 21+8 80,8+36,2 90,2+47,0 4,8+3,0 12 13 18
FSGS 6 4/2  44+18 46123 143+120 170,6+70,7 81,3+55,2 Q8+ 2 2 5

Objasnienia: E- erytrocyturia (>5 RBC w polu widzenidJSGS- ogniskowe segmentalne stwardnienigbudzkéw nerkowych (ang. focal-segmental
glomerulosclerosis), IgA-GN- nefropatia IgA (angyAl glomerulonephritis), GFR wg MDRDszacowana filtracja kbuszkowa(ang. estimated
glomerular filtration rate) wg Modification of Dieh Renal DiseasdMGN- btoniaste ktbuszkowe zapalenie nerek (ang. idiopathic membnou
glomerulonephritis), KZN- kdbuszkowe zapalenie nerek, MesPGN- mezangialne eoeple kébuszkowe zapalenie nerek (ang. mesangial proliferat
glomerulonephritis), MPGN- btoniasto-rozplemowelidszkowe zapalenie nerek (ang. membranoproliferaiomerulonephritis)Non-IgA-GN- wszystkie
postacie MesPGN z watkiem nefropatii IgA, NT- nadénienie ttnicze, $- skzenie kreatyniny w surowicy, PKZN-R- rozplemowe pietne kkbuszkowe

zapalenie nerek, PKZN-NR- nierozplemowe pierwotigblkszkowe zapalenie nereksdd biatkomocz, ZN- zespo6t nerczycowy
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Tabela 3B. Dane morfologiczne, kliniczne i biochemiczne globrna WKZN

Czas mdzy Czas trwania
Postat . . Wiek  pobraniem krwi SLEDAI-2K SLEDAI-N Scr GFR wg MDRD Uprot ZN E
) Liczba Pte¢ S - choroby f . . . .
morfologiczna chorvch KIM (lata) a biopsja nerki (miesiace) mediana mediana (nmol/L) (mL/min/1,73m?) (9/24h) (liczba (liczba
KZN ry §r+SD (miesiace) & +SRD (zakres) (zakres) §r+SD §r+SD §r+SD chorych) chorych

§r=SD

Kiasa Il 3 21 35411 0 14410 18 8 63,6426,5 117,3+54,9 0,5 40,3 1 3
(10-22) (8-16)
Klasa Il 8 8/0 2948 342 69434 16 12 79,6+44,2 86,8+35,6 2,242,0 3 7
(13-26) (4-16)
Klasa IV 21 1972 35412 26415 51416 20 16 152,0+129,8 54,7+30,4 41431 10 17
(12-38) (8-16)
16
Klasa V 2 2/0 37+8 3042 3+1 20 105,2+55,0 62,0439,6 4,040,1 2 2
(20-20) (16-16)
bez biopsii 4 410 2945 ; 112476 14 8 121,654, 56,0428,4 1,041,1 1 3

(10-22) (4-12)

6 0

klasa Il 3 211 2445 2+1 36£17 60,1+12,4 122,0+31,8 0,4+0,6 0 0
(4-6) (0-4)
klasa Ill 5 5/0 40+11 13410 1849 4 4 85,0+34,2 73,2430,6 1,240,6 0 1
(4-8) (0-4)
klasa IV 8 8/0 3049 39+23 11057 4 2 73,0+23,3 91,6+36,9 0,9+1,2 1 0
(0-8) (0-4)
klasa V 1 1/0 24 0 9 2 4 70,7 88 0,20 0 0
bez biopsii 8 8/0 37+10 - 88+32 5 0 104,6+81,9 72,3+30,3 0,3+0,2 0 0
(2-6) (0-4)
PANCA dodatnie 3 211 59+2 0 3+3 - - 704,3+197,6 0.0 0,4+0,04 0 1
cANCA dodatnie 3 12 4617 0 1 - - 450,3+253,3 15,0 1,00,2 0 2
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Objasnienia: aTZN- aktywne toczniowe zapalenie nerekNCA- przeciwciata
przeciw neutrofilom typ cytoplazmatyczny (ang. @asmic anti- neutrophil
antibodies), E- erytrocyturia (>5 RBC w polu wid@n ExXGN-
zewntrzwiosniczkowe  kébuszkowe zapalenie nerek (ang. extracapillary
glomerulonephritis) GFR wg MDRD- szacowana filtracja ¢kluszkowa (ang.
estimated glomerular filtration rate) wg Modificati of Diet in Renal Disease, KZN-
kicbuszkowe zapalenie nerek,.-S skzenie kreatyniny w surowicy, naTZN-
nieaktywne toczniowe zapalenie nerek, NT- n&denie ttnicze, pANCA-
przeciwciata przeciw neutrofilom typ oko#girowy (ang. perinuclear anti-neutrophil
antibodies), SLEDAI-2K- wskanik aktywngci tocznia rumieniowatego uktadowego
(ang. Systemic Lupus Erythematosus Disease Actinidgx), SLEDAI-N- wskanik
aktywngaici tocznia rumieniowategaktadowego z uwzgtinieniem tylko kryteriow
dotycacych zagcia nerek, SVV- ukladowe zapalenie natzjang. small vessel
vasculitis), Yo biatkomocz, ZN- zespot nerczycowy
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Tabela 4 Dane morfologiczne, kliniczne i biochemiczne gtobr, u ktérych badano ekspreshRNA C1qg w nerkach

postat Liczba
morfologiczna chorvch
KZN ry
MesPGN 26
MPGN
IMGN
FSGS
aTZN 12
naTZN 5

Czas midzy
pobraniem Czas trwania
Pte¢ Wiek Krwi chorob Ser
Wy (lata) a biopsja (micsi c{;) (umol/L)
$r£SD nerki . 9 $r£SD
L §r£SD
(miesiace)
$r=SD
13/13 36+12 1246 3620 76,0+23,9
1/1 38+22 2 33+2 71,6+15,0
3/3 51+12 0 27419 56,1+6,2
1/1 39+29 0 3 90,6+26,7
10/2 34+15 3+2 59+19 114,9+17,7
4/1 3219 5+2 33+11 53,0+8,8

GFR wg MDRD
(mL/min/1.73m2)
$r£SD

97,54£33,1
95,5+14,8

123,0+£32,5
142,0+85,0

72,4123
117,8+17,1

Uprot
(g/24h)
$r+SD

3,310
3,5+0,8
3,924
2,1+11

3,7+1,
1,2+0,7

ZN
(liczba
chorych)

4

E
(liczba
chorych)

NT
(liczba
chorych)

-
w

pANCA dodatnie 3
CANCA dodatnie 3

2/1 59+2 0 3+3 704,3+197,6
1/2 46+17 0 1 450,3+253,3

6,0+2,0
12,045,0

0,4+0,04
1,0£0,2

Objasnienia: cANCA- przeciwciata przeciw neutrofilom typytoplazmatyczny (ang. cytoplasmic anti- neutrbmmitibodies), E- erytrocyturia (>5 RBC w polu wéda), EXGN-

zewrgtrzwtosniczkowe kebuszkowe zapalenie nerek (ang. extracapillary gialomephritis), FSGS- ogniskowe segmentalne stwanie kkbuszkéw nerkowych (ang. focal-segmental

glomerulosclerosis), GFR wg MDRD- szacowana fijaadebuszkowa(ang. estimated glomerular filtration rate) wg Mdadifion of Diet in Renal DiseaseMGN- bioniaste ktbuszkowe

zapalenie nerek (ang. idiopathic membranous gloimeephritis), KZN- kebuszkowe zapalenie nerek, MesPGN- mezangialne aouplbe k¢buszkowe zapalenie nerek (ang. mesangial

proliferative glomerulonephritis), MPGN- btoniastozplemowe kbuszkowe zapalenie nerek (ang. membranoproliferatjomerulonephritis)NT- nadcgnienie ttnicze, $- stzenie

kreatyniny w surowicy, pANCA- przeciwciata przeciveutrofilom typ okotagdrowy (ang. perinuclear anti-neutrophil antibodieBKZN- pierwotne Kbuszkowe zapalenie nerek, SVV-

uktadowe zapalenie naazyang. small vessetsculitis), U bialkomocz, ZN- zespot nerczycowy
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Tabela 5.Charakterystyka kliniczna i immunologiczna choryehaTZN i naTZN

aTZN naTZN P
n=38 n=25
Zaburzenia neurologiczne 9 (23,7%) 0 0,0087
Zapalenie naczy 1 (2,6%) 0 1,0000
Zapalenie stawow 1 (2,6%) 1 (4.0%) 1,0000
Zmiany skérne 6 (15,8%) 4 (16.0%) 1,0000
Owrzodzenia btogluzowych 0 1 (4.0%) 0,3968
Zapalenie bton surowiczych 4 (10,5%) 0 0,1452
Goraczka 6 (15,8%) 0 0,0730
Zaburzenia hematologiczne
<
fftf/?wé(@gogé‘ém 30 (78.9%)  5(20.0%)  <0,0001
lub/i Hb<12,0 mg/dL)
Waleczkomocz (erytrocytarne,
ziamniste) 20 (52,6%) 0 <0,0001
E (bez ZUM lub kamicy) 32 (84,2%) 1(4,0%) <0,0001
Biatkomocz (>0.5 g/24h) 33 (86,8%) 9 (36,000) <0,0001
ZN 17 (44,7%) 1 (4,0%) 0,0004
L (bez ZUM lub kamicy) 26 (68,4%) 2 (8,0%) <0,0001
Obnizenie GFR
<60 mL/min/1,73m2 7 (18,4%) 0 0,0358
W Ciagu ostatniego miegia
Dodatnie ANA 37 (94,7%) 20 (80,0%)  0,0323
Dodatnie pc p-Ns 11 (28,9%) 6 (24,0%) 0,7757
Dodatnie pc p-Ro (SS-A) 9 (23,7%) 10 (40,0%) 0,2615
Dodatnie pc p-La (SS-B) 3 (7,9%) 4 (16,0%) 0,4210
Dodatnie pc p-Sm 2 (5,3%) 2 (12.0%) 0,3774
Dodatnie pc p-RNP 4 (10,5%) 3 (12,0%) 1,0000
agﬁﬁg?pcpJmeomamemu 1(2,6%) 2 (8,0%) 0.5574
Dodatnie pc p-histonom 8 (21,1%) 6 (24,0%) 1,0000
Dodatnie pc p-PCNA 4 (10,5%) 0 0,1452
Dodatnie pc p-CENP B 1(2,6%) 0 1,0000
Dodatnie pc p-AMA M2 3 (7,9%) 1 (4,0%) 1,0000
Dodatnie pc p-kardiolipinie 6 (15,8%) 1 (4,0%) B22
Dodatnie pc 2 glikoproteinie 1 4 (10,5%) 3 (12,0%) 1,0000

3.1.1. Opracowanie materiatu do bada

Materiat do bada stanowity prébki krwi pobrane od chorych na KZNO. Jedn
probke pobierano na EDTA celem izolacji DNA i RNA, a dauga skrzep (z niej po
odwirowaniu uzyskano surowi@o bada immunoenzymatycznych).

Do badania ekspresji C1g-N oraz badamunohistochemicznych wykorzystano 59
fragmentéw bioptatéw nerek pozostatych po zakeniu diagnostyki immunopatologicznej
KZN. Materiat tkankowy przeznaczony do badaolekularnych zameéano tu: po pobraniu,

natomiast fragmenty nerek do badenmunohistochemicznych najpierwetd przy pomocy
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kriostatu na skrawki o gruba 4 um. Po umieszczeniu na szkietkach podstawowychydéra
utrwalano w acetonie przez 10 min, a gpste suszono w temperaturze pokojowej.

Utrwalone preparaty przechowywano do czasu badamémnperaturze - 70°C.

3.2. Badania immunoenzymatyczne
Schemat testowzytych do oznaczenia badanych pc i KKI przedstawioadryc.

1A, natomiast metadbadania szenia C1q w surowicy- nRyc. 1B.

A
oCS)O
og(%o —— chromogen/substrat dla HRP
przeciwciato skierowane przeciw
—» ludzkiej immunoglobulinie
sprzzone z HRP
_
dotek w mikroptytce optaszczony
’ antygenem
ooo o —» chromogen/substrat dla HRP
oo
B (@]

- —» awidyna sprzzona z HRI
przeciwciato przeciw Clq
> sprzzone z biotyn
[ c1abecne w badanei surowic |
dotek mikroptytki optaszczony
I I > przeciwciatem przeciw Clq
Ryc. 1.Schemat metody oznaczania badanych pc i KKI (Az @#&q (B) w surowicy.
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3.2.1. Wykrywanie przeciwciat przeciw C1q
Przeciwciata przeciw C1q (klasy 1gG) wykrywano odt ELISA postugujc sk
testem firmy BJHLMANN LABORATORIES (Schénenbuch, Szwajcaria).

Badanie wykonano na ptytce zawieragj 96 dotkdbw optaszczonych oczyszczonym
ludzkim biatkiem C1qg. Odczynniki oraz ptytki przeshywano w temperaturze + 4°C. Przed
wykonaniem badania doprowadzono je do temperat8%28°C i w tych warunkach
przeprowadzono wszystkie reakcje. Badane surowizeigiczano w stosunku 1:50 za
pomoa dolczonego do zestawu rozpuszczalnika. Bfase do odpowiednich dotkow
naktadano po 100L probek surowic, a do dotkéw stacych oznaczeniom kalibracyjnym po
100 pL Kkalibratorbw. Obecne w badanej surowicy pc p-Chdazaly sk z Clq
optaszczajcym dotki. W kolejnym etapie dodawano pc przeciwlzZkim IgG sprzzone z
HRP. Reakcja enzymu z chromogenem/substratem (wptpypadku TMB zawieragym:
tetrametylbenzydyy) nadtlenek wodoru i dimetyloformamid) spowodowalamiarg
zabarwienia probki na kolor niebieski. Dodanie wartu hamujcego spowodowato,zi
badana probka przybierata ngstie barwe z6tta, ktorej intensywngé byta proporcjonalna do
stezenia pc p-Clq w badanej surowicy. Absorbammobek zmierzono spektrofotometrem
(ELX808 BIOTek Instruments, INC, Stany Zjednoczope&)y dtugdci fali 450 nm w cigu
30 min od zakaczenia badania. Uzyskane wyniki porownywano do \kejywzorcowej i
wyrazano w jednostkach U/mL.

Wedtug instrukcji firmy punkt odecia dla tego testu wynosi 15 U/mL. Sugerowano
jednak ustalenie wartoi referencyjnych indywidualnie w kdym laboratorium
wykorzystupcym ten test do oznaczania pc p-C1q.

W badanej przez nas populacji sktagdaj st z 86 ZO, a u 34% z nich stwierdzono
stezenia pc >15 U/mL. Konieczn& podwyzszenia punktu odetia celem eliminacii
falszywie dodatnich wynikdw sugerowali inni badacadérzy zastosowali test firmy
BUHLMANN LABORATORIES [105,118,142,143]. W badaniaeWtasnych oparto sina
wynikach Meyera i wsp., zgodnie z ktorymi wab powyzej 32 U/mL traktowano jako

wynik dodatni.
3.2.2. Wykrywanie przeciwciat przeciw dwuniciowemDNA

Do oznaczenia przeciwciat p-dsDNA (w klasie Ig@AJ] IgM) wykorzystano
metod ELISA z wyciem testu firmy EUROIMMUN (libeck, Niemcy).
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Zestaw zawierat mikroptytk z 96 dotkami optaszczonymi oczyszczonym,
dwuniciowym dsDNA (wyizolowanym zgler fosia) tworazcym kompleks z nukleosomami.
Warunki przechowywania, jak i wykonania samegoutegtogolnym zarysie przypominaty
opisane powsej w rozdz. 3.2.1. i przedstawione Rgc. 1A. Badane surowice rozgiezono
w stosunku 1:200 zayciem dohczonego do zestawu rozpuszczalnika. Obecne w pechbka
pc p-dsDNA ulegaty zwizaniu z kompleksem dsDNA-Ns znajgeym sk w dotku.
Koniugatem enzymatycznymzytym w tym teécie byly krélicze pc przeciw ludzkiej
immunoglobulinie 1IgG znakowane HRP. Po dodaniu etwgenu/substratu (TMBAD,) i
uzyskaniu reakcji barwnej, pomiaru spektrofotometnego dokonywano zzyciem fal o
diugcici 450 nm oraz fal referencyjnych o diggo620 nm i 650 nm. Pomiary wykonywano
w ciagu 30 min. od zastopowania reakciji.

Wyniki wyrazano w jednostkach IU/mL. Za dodatnie przyjmowanateéai >100
IU/mL.

3.2.3. Wykrywanie krazacych komplekséw immunologicznych wjzacych C1q

Do oznaczenia KKI-C1lgayto metody ELISA z ayciem testu CIC-Clg EIA Kit
(QULIDEL CORPORATION, San Diego, Stany Zjednoczone)

Mikroptyka zawierata 96 dotkow optaszczonych oczysmym ludzkim biatkiem
Clg. Przed dodaniem badanych surowic do dotkéw uszgzono je w datzonym do
zestawie rozpuszczalniku zawiexgym 1,2 M NaCl. Kolejne etapy badania przypominaty
opisane w rozdz. 3.2.1. i przedstawioneRya. 1A. Surowice rozpuszczono w dokonym
przez firmg rozpuszczalniku w stosunku 1:50. gigce kompleksy immunologiczne
pofaczone z C1lq optaszcaaym dotek wykrywano dodag kozie pc przeciw ludzkiej
immunoglobulinie 19G spkzone z enzymem- HRP. Po dodaniu substratu dla tegpnau
nastpowata reakcja barwna, a gatnie barwy otrzymanego produktu mierzono
spektrofotometrycznie zzyciem fal o diugéci 405 nm. Wyniki porbwnano do krzywej
wzorcowej, a w przypadku otrzymania wddiowyzszych w badanej prébce w poréwnaniu z
kontrolk, powtarzano test po rozéezeniu danej proby w stosunku 1:200.
Wyniki wyrazano w jednostkachg Eq/mL, przyjmuyc za dodatnie warfci powyzej 12 ug
Eqg/mL, czyli wartdc¢ sredniej w grupie K + 2SD.
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3.2.4. Oznaczanie gZenia C1g w surowicy

U wszystkich chorych i zdrowych ochotnikoweztnie C1q w surowicy oznaczono
metody ELISA za pomog testu firmy USCN LIFE SCIENCE AND TECHNOLOGY
COMPANY (Missouri City, Stany Zjednoczone). Zasaestu przedstawiono rryc. 1B.

Badane surowice rozpuszczano w adabnym do zestawu rozpuszczalniku w
stosunku 1:200. Mikroptytka z 96 dotkami pokrytastada przez specyficzne pc p-Clq. Po
dodaniu badanych surowic oraz prébek wzorcowychg @awarte w surowicy ulegato
wiazaniu z pc p-C1q na ptytce. W kolejnym etapie daalzavkompleks zawiergy pc p-Clq
oraz biotyr, a nasipnie HRP sprgzoma z awidyry. Substrat dla enzymu stanowit TMB
(3,3',5,5' tetrametylbenzydyna), po dodaniu ktoregbserwowano wyspienie reakcji
barwnej. Po zahamowaniu izejreakcji za pomacroztworu kwasu siarkowego, intensywio
zabarwienia probki mierzono spektrofotometrem zyciem fal o dilugéci 450 nm
porownupac otrzymane wyniki w krzyw wzorcows. Test pozwalat na wykrycie Clq w

surowicy w s¢zeniu co najmniej 12,5 ng/mL.

3.3. Dodatkowe badania laboratoryjne

3.3.1. Parametry immunologiczne

W grupie chorych na TZN w ramach diagnostyki i gceaktywndci choroby
oceniono nagpujace parametry immunologiczne: ANA, ANA profil,egenie catkowitych
IgG oraz C3 i C4 w surowicy. W grupie chorych naZRKi SVV oraz w grupie K na
potrzeby tego badania oznaczongshie catkowitych 1gG, C3 i C4.

Oznaczenie miana ANA i ANA profil zostato wykonamePracowni Immunologii
Dermatologicznej przy Katedrze i Klinice DermatdlogM im. K. Marcinkowskiego w
Poznaniu. ANA oznaczano metpdnmunofluorescencji poedniej z iyciem testu Mosaic
Hep-2/Liver (Monkey) firmy EUROIMMUN. Miano wisze, ldz réwne 1:320 stanowito
wynik dodatni. Jaké&ciowej oceny typu przeciwciat ANA dokonywano zygiem testu ANA
Profii 3 EUROLINE, take firmy EUROIMMUN. Test ten pozwala na identyfikagpc
skierowanych przeciw 14 antygenoadijowym: nRNP/Sm, Sm, SS-A (SS-A natywne i Ro-
52), SS-B, Scl-70, PM-Scl, Jo-1, CENP B, PCNA, N#D Ns, histonom, rybosomalnemu
biatku P i AMA-M2. Jest to test paskowy z naniegimmn wysoko oczyszczonymi antygenami
pochodacymi z: grasicy cielcej i kroliczej (hnRNP/Sm, SS-B, SCL-70, Jo-1, Ngtdny,
rybosmalne biatko P¥ledziony i grasicy wotowej (Sm, SS-A), sekwini (AMA-M2), j ader
losia (dsDNA). Pozostate antygeny otrzymanozyciem bakulowiruséw jako wektora w
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komérkach owadzich. Po rozérzeniu badanych surowic w dokonym do zestawu
rozpuszczalniku w stosunku 1:100 inkubowano je zkpmi membrany, a naphie
dodawano kozie pc przeciw ludzkiej IgG spmane z fosfatag alkaliczry. W kolejnym
etapie, w przypadku obecitd swoistych pc przeciwfdrowych, po dodaniu substratu dla
enzymu (chlorek nitrobluetetrazolinum/6-bromo-4esbt3-indolyfosforanu) obserwowano
reakcg barwry. Intensywné¢ koloru, a tym samym potikziows ocerg stezenia swoistych pc
oceniano elektronicznie z wykorzystaniem programUWRBPLineScan. Na podstawie
intensywndci zabarwienia wyniki kwalifikowano jako: negatywr]g], graniczny [(+)] i
pozytywny od (+) do (+++).

Oznaczenie stenia IgG oraz skladowych dopetniacza C3 i C4 wykonav
Centralnym Laboratorium Analityczno-Biochemicznymzp@ala Klinicznego im. H.
Swiecickiego UM w Poznaniu metadmmunoturbidymetrycznz uzyciem aparatu COBAS
INTEGRA 800 (ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim, Niemcypo badanych surowic
rozcieaczonych w 0,9% NaCl w stosunku 1:20 dodawano swdisblicze pc wywotujc
wytracanie s¢ badanych biatek, ktdrychegtenie mierzono turbidymetrycznie przy dhégo
fali 340 nm. Wartéci referencyjne u dorostych wynosity odpowiednita t§G: 7-16 g/L, dla
C3:0,9-1,8g/LidlaC4:0,1-0,4 g/L.

3.3.2. Badania biochemiczne
Sparéd bada biochemicznym wykonywanych w ramach diagnostyki NKZv
Centralnym Laboratorium Analityczno-Biochemicznymzp®ala Klinicznego im. H.
Swiecickiego UM w Poznaniu analizowano:
1. surowica/krew petnaS., TP, albuminy, WBC, RBC, Hb, PLT,
2. mocz:badanie ogdélne moczu z ogessadu moczu (E, L, wateczkomocz) jidJ
Oznaczenia wykonano na analizatorze biochemicziyny Synchron CX 7 Delta
firmy Beckman (Fullerton, Stany Zjednoczone) przyyaiu standardowych testow
stosowanych w diagnostyce laboratoryjne;j.
Oceny funkcji nerek dokonano z pomaaceny filtracji kebuszkowej (eGFR) wg
wzoru skroconego wzoru MDRD:
GFR (mL/min/1,73 A= 186 x ( stzenie kreatyniny w surowicyj*>*x (wiek) %%

x 0,742 (dla kobiet)
x 1,21 (dla Afro-Amerykanow)
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Wartdsci referencyjne dla oznaczonych parametrow biochenyich przedstawiono tabeli
6.

Tabela 6.Zakres wartéci referencyjnych dla okéonych parametréw biochemicznych

Ser 61,9-106,Iumol/L
stezenie TP 6,40-8,30 g/dL
stezenie ALB 3,50-5,20 g/dL
WBC 3,90-11,00x18uL
RBC 4,20-5,80x100uL
stezenie Hb 13,5-17,2 g/dL
PLT 130-400x16/uL
Uprot <0,15 g/24h
E <5 RBC wpw po odwirowaniu probki
L <5 WBC wpw po odwirowaniu prébki

3.4. I1zolacja DNA

Izolack DNA z krwi pelnej przeprowadzono zzyciem zestawu Master Pube
DNA Purification Kit firmy EPICENTRE (Madison, StgnZjednoczone). Od wszystkich
chorych oraz zdrowych ochotnikéw pobrano prdkkwi na EDTA, a nagpnie przeniesiono
z niej po 3251L krwi do probowki typu Eppendorf. W kolejnym etapilo kadej probowki
dodano 1 mL buforu lizagego (Lysis Buffer 1), potem wymieszano na worteksimy
SARSTEDT (Numbrecht, Niemcy) i inkubowano w temperze pokojowej przez 5 min.
Worteksowanie powtdrzono jeszcze 2-krotnie. Base probowk wirowano przez 25
sekund z gyciem wiréwki firmy EPPENDORF (Hamburg, Niemcy), mpaym wiksza¢
supernatantu zlewano pozostawiana dnie probéwki osad zawieszony w niewielkiejdl
nadsczu. Po kolejnym worteksowaniu dodawano p0drugiego buforu lizyjcego (Lysis
Buffer 2). Po dodaniu 200uL roztworu precypitujcego (Precipitation Solution) i
worteksowaniu, powstatmieszaniQ wirowano przez 10 min przy 14 000 RPM. Powstaty
supernatant przenoszono do nowej probéwki i dodawdm niego 500uL izopropanolu.
Mieszapc roztwor poprzez wielokrotne obracanie prébéwksetwowano wyticanie s¢
wyizolowanego DNA. Osad wirowano, a powstaly suptant usuwano. Osad DNA

przeptukiwano jeszcze 2-krotnie zygiem 300uL 75% etanolu i ponownie wirowano. Po
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delikatnym usurgiciu supernatantu ngiankach probowki pozostawat osad DNA, ktory po
osuszeniu w temperaturze pokojowej przez ok. 1Qumirawieszano w 100L TE (10 mM
Tris-HCI pH=8,0, 1 mM EDTA). Prokk nastpnie worteksowano i zamiano w
temperaturze —20°C.

Stzenie wyizolowanego DNA oznaczano za pomapektrofotometru Lambda
EZ201 (PERKIN ELMER, Boston, Stany Zjednoczone)tefo dodawano bufor TE firmy
PROMEGA (Madison, Stany Zjednoczone) celem uzyskastizenia DNA 100 ngiL.
Préble rozdzielano na kilka mniejszych ,porcji” DNA, kidprzechowywano w temperaturze
—20°C.

3.5. Amplifikacja DNA metoda PCR

W celu potwierdzenia obecimm DNA Clg w badanych probkach wykonano
amplifikack materiatu genetycznego, zlokalizowanego webla eksonu 2 genu kodigego
tancuch A biatka C1g metadPCR. Do przeprowadzenia reakciiyto pary starteréw:

» forward (F): 5’-TCC CCA CAG GGG CCC CTG GC-3

* revers (R)5-TTC CCT GGC TCA GGC AGA TGG-3
zsyntezowanych w METABION INTERNATIONAL AG (Martimed, Niemcy) otrzymujc
produkt dtugéci 601 pz [59].

Reakcji amplifikacji metog]l PCR poddawano 2L wyizolowanego wczaiej
dsDNA rozciéczonego w mieszaninie reakcyjnej gc2nej obgtosci 20 uL. W skiad
mieszaniny poza matryevchodzity: 2uL buforu do PCR (18stezony bufor o sktadzie: 100
mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCI, 15 mM Mggl 0,01%:zelatyny) (SIGMA ALDRICH,
Saint Louis, Stany Zjednoczone), 2 mMzédago dNTP (PROMEGA), 2 pM odpowiednich
starterow oraz woda DEPC (FERMENTAS, Wilno, Litw#y. prbce stanowcej kontrok
ujemra 2 uL matrycy zastpiono réwnowana iloscia wody DEPC. Do cakei dodawano 1U
polimerazyTaqg o stzeniu 5 UlL (SIGMA ALDRICH). Temperatug przylegania dla par
starterow dobierano dwiadczalnie wykonujc gradient temperaturowy na termocyklerze
firmy BIOMETRA GmbH (Goettingen, Niemcy). Kolejndapy reakcji PCR przedstawiono
w tabeli 7. Po zakaczonej reakcji probéwki inkubowano w temp. 4°C gra&.15 min.
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Tabela 7.Etapy amplifikacji DNA C1gA metadPCR

ETAP TEMPERATURA CZAS TRWANIA

WSTEPNA DENATURACJA 95°C 3 min.

denaturacja 95°C 30 sek.

AMPLIFIKACJA przykczanie
_ 64°C 45 sek.
(39 cykli) starterow

wydtganie 72°C 1 min. 30 sek.

KONCOWE WYDrUZANIE 72°C 7 min.

3.6. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji -CR nazelu agarozowym

Do przygotowaniazelu agarozowego ayto nas¢pujacych skiadnikow: agaroza
(SERVA, Heidelberg, Niemcy), bufor TAE (sktad: 4Qvilris-CH3;COOH pH 8,0, 2 mM
EDTA pH 8,0), bromek etydyny (SIGMA ALDRICH). W pwwszym etapie do naczynia
wsypano 1,5 g agarozy, a ngstie dodano bufor TAE do afipsci 100 mL. Zawiesia
ogrzewano w temp. 60°C przez 5-6 minut. Po uzyskll@rownego roztworu dodawano 1
uL bromku etydyny o sfzeniu 5 mg/mL i pozostawiano roztwor do ostygia. W kolejnym
etapie wylewano go do wanienki, wkltadano grzebktdry po zastygrciu zelu wyjmowano.
Tak powstatyzel umieszczano w aparacie do elektroforezy, zalewauforem TAE, a do
uformowanych kieszonek wprowadzano badane prod&@R wraz z barwnikiem (30%
glicerol, 0,5% bh¢kit bromofenolowy, 0,25% ksylencjanol (SIGMA ALDRK} w stosunku
1/10. W pierwszej kieszonce zawsze umieszczano en®kA Ladder, czyli wzorzec mas
czasteczkowych (EURX Ltd., Gdak, Polska).

Rozdzialu elektroforetycznego dokonywano na apardoi elektroforezy GNA 200
(AMERSHAM BIOSCIENCES, Buckinghamshire, Wielka Bayia) w nasfpujacych
warunkach: nagcie- 70-100 V, natzenie- 80-100 mA, temperatura- 18-25 °C, czas- 30-60
minut. Wizualizacji produktow PCR po rozdziale dtekoretycznym nazelu agarozowym
dokonywano za pomackamery video emitacej promienie UV (VILBERT LOUMART,

Marnes la Valle, Francja), a zdja zapisywano w formie elektronicznej.

3.7. Przygotowywanie produktow PCR do dalszych anal

Oczyszczanie powstalego DNA ze skiadnikbw mieszanirakcyjnych
przeprowadzano przy pomocy zestawu DNA Clean-upAARIOTECHNOLOGY, Gdask,
Polska). W pierwszym etapie do probowki dodawan® g roztworu ,G”, ktéry zawierat
sél chalotropow. Nastpnie po wymieszaniu probki na worteksie mieszanmanoszono na
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minikolumre umieszczog w probowce o olgjtosci 1,5uL. Po wirowaniu przez 30 sekund w
wirowce przy 14000 RPM, powstaly supernatant usuovaW kolejnym etapie na
minikolumre nanoszono 60QiL roztworu plucacego ,,Al”, nastpnie caldé wirowano
przez 30 sekund przy 14000 RPM. Otrzymany aedsisuwano i ponownie nanoszono na
minikolumre 300 pL roztworu ,,Al”. Catlag¢ wirowano przez 2 minuty przy 14000 RPM,
supernatant usuwano, a minikolugnmsuszano. Umieszczanprjastpnie w nowej probéwce

I dodawano 3QuL buforu TE (o skfadzie:10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mEDTA), a po 3
minutach inkubacji w temperaturze pokojowej prebonownie wirowano. Otrzymany
supernatant zawiergly oczyszczone DNA zamrano i przechowywano w temperaturze
20°C celem dalszych batla

3.8. Analiza restrykcyjna produktow amplifikacji DN A

Analize restrykcyjra otrzymanych produktow reakcji PCR przeprowadzono z
uzyciem enzymu restrykcyjneg®vull firmy AMERSHAM BIOSCIENCES (Piscataway,
Szwecja). Sekwencgjy rozpoznawasm przez 4 endonukleag jest: 5-CAGMCTG-3, 3'-
GTCMGAC-5'. W sktad buforu wymaganego do reakcgtrgkcji wchodzito:10 mM Tris-HCI
(pH 7,5 w 37°C), 10 mM MgG| 50 mM NaCl, 0,1 mg/dL BSA. W skiad mieszaniny, w
ktorej przeprowadzano reakcjestrykcji wchodzito: 25uL oczyszczonego DNA dalacego
produktem reakcji PCR, 1L enzymu restrykcyjneg®vull o stzeniu 10 UfL, 3 uL buforu
o skladzie opisanym powsgj oraz 1uL wody DEPC (FERMENTAS). Probéwkz 30 pL
mieszaniny inkubowano przez 12 godzin. w tempezat37°C w bloku grzejnym. Naghie
dokonywano rozdziatu elektroforetycznego produktéakciji restrykcji naelu agarozowym

w warunkach opisanych w rozdz. 3.6.

3.9. I1zolacja RNA

Do izolacji RNA z leukocytéw krwi, do probowki zasrapcej 500 uL krwi
pobranej na EDTA dodawano 80QL Trizolu (INVITROGEN, Carlsbad, Stany
Zjednoczone), a naginie inkubowano przez 10 minut w temperaturze pmkej. W
kolejnym etapie dodawano 2@Q chloroformu i mieszano ok. 30 sekund na wortekBie 2-
3 minutach inkubacji probéwekwirowano przez 15 minut przy 14000 RPM. Powstaty
supernatant zlewano do nowej probowki i dodawan® B0 izopropanolu. Po inkubaciji
trwajacej 10 minut, probéwk ponownie wirowano przez 10 minut przy 14000 RPM, a
powstaly supernatant usuwano. Do pozostatego wowob osadu dodawano 1 mL 75%

etanolu schtodzonego do -20°C etanolu i ponowniewano przez 5 minut przy 9500 RPM.
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Supernatant usuwano, a osad po osuszeniu zalewapb #ody DEPC (FERMENTAS),
worteksowano, rozdzielano na kilka mniejszych porgamraano w temp. -20°C celem
dalszych bada

W przypadku izolacji RNA z fragmentow nerek, w mszej kolejnéci materiat
tkankowy wktadano do probowki i zalewano 600 Trizolu. Nastpnie rozdrabniano tkagk
za pomog homogenizatora elektrycznego Ultra Turax T8 firil§A LABORTECHNIK
(Staufen, Niemcy). Dodawano 4@Q Trizolu i inkubowano przez 10 minut w temperatirz
pokojowej. Kolejne etapy pogwszy od dodania chloroformu byly identyczne jak yprz

izolacji RNA z krwi.

3.10. Reakcja odwrotnej transkrypciji
Przepisaniu na cDNA poddawano iy wyizolowanego RNA zawieszonego w

mieszaninie zawieragej: 5uL dNTP, 10uL, 0,1 M DTT (INVITROGEN), 5uL mieszaniny
heksametréw o ateniu 100 pgiL (PROMEGA), 40 U inhibitora rybonukleaz RNASIn®
(PROMEGA), 2uL 200 U odwrotnej transkryptazy SuperSchiptl (INVITROGEN) i 20puL
5x stzonego buforu o sktadzie: o sktadzie: 20 mM Tris-H&H 7,5, 100 mM NacCl, 0,1 mM
EDTA, 1 mM DTT (INVITROGEN). Mieszaniri dopetniano wogl DEPC (FERMENTAS)
do facznej obgtosci 100 uL. Po zworteksowaniu mieszagimmieszczano na 2,5 godziny w
bloku grzejnym w temperaturze 42°C. Po schiodzeda 4°C dodawano 30QuL
izopropanolu, worteksowano i umieszczano na 1 gedai zamraarce. Po uptywie tego
czasu probowk rozmraano, wirowano przez 15 minut przy 14000 RPM, a palys
supernatant usuwano. Do pozostatego osadu doda@d@L TE i po zworteksowaniu
rozdzielono otrzymane cDNA na kilka mniejszych pioitore nastpnie przechowywano w
temp. — 20°C.

Stezenie cDNA oceniano spektrofotometrycznie przy diegach fali 260 nm, 280

nm, 320 nm.

3.11. Amplifikacja cDNA metoda RT-PCR
Ocere ekspresji mMRNA C1gA ok&ano wzgkédem genu referencyjnego GAPDH.
Do amplifikacji metod RT-PCR wyto nast¢pujacych starteréw:
C1gA-F:5' CAG GAA ACA TCA AGG ACC-3
C1gA-R:5-TCA GGC AGA TGG GAA GAT-3' [144]
GAPDH-F. 5'-CTG CAC CAC CAACTG CTT AG-3
GAPDH-R 5-TTC TGG GTG GCA GTG ATG-3' [145]
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Do amplifikacji cDNA metod RT-PCR uyto systemu LightCycler® 2,0 (ROCHE
DIAGNOSTICS) z uyciem zestawu do RT-PCR- LightCycler® FastStart DINAaster
SYBR Green | i oprogramowania LightCycler® Softwafersion 4.05.

Mieszanina reakcyjna (zaréwno dla Clq jak i GAPDHIprocz 2uL badanego
cDNA, zawierata: 1,6.L MgCl, o stzeniu 25 mM (lkdacego elementem zestawu),u?
odczynnika LightCycler® FasrStart Reaction Mix SYEReen | (10x stony roztwoér o
sktadzie: DNA polimeraza FastStart Taq, bufor rgakg mieszania dNTP, barwnik
fluorescensyjny SYBR Green, 10 mM Mg¥lpo 2 uL odpowiednich starteréw i wed
(dopetnienie dodcznej obgtosci 20 pL).

Kolejne etapy amplifikacji cDONA C1gA i GAPDH przadsviatabela 8.

Tabela 8.Etapy amplifikacji cDONA C1gA i GAPDH metadRT-PCR

ETAP TEMPERATURA CZAS TRWANIA
WSTEPNA DENATURACJA 95°C 10 min.
denaturacja 95°C 10 sek.
przykczanie
AMPLIFIKACJA 59°C 8 sek.
_ startera
(50 cykli)
_ 22 sek. dla C1gA
wydhEganie 72°C
5 sek. dla GAPDH
72°C 15 sek.

TOPNIENIE PRODUKTU
4 6 0,1°C/1sek.

72°C___, 95°C 3 min. 50 sek.

Temperatura topnienia dla produktow amplifikacjiN® C1gA wynosita ok. 90°C, a dla
cDNA GAPDH ok. 85°QRyc. 2 A,B)

-51 -



A Melting Peaks

g 0875
i
& 057
B
g 0,475
g ]
2 03275
5 o075
1
75 a0 as a0 as
Temperature (°C)
B = Melting Peaks
(—)
E 1056
] 1
0856
o ]
¢ 0535
§ 455
S 0258
bl
o 0,058
E — B
by = | T T T T
> 75 &0 85 an
Temperature (*C)

Ryc. 2.Wykres przedstawiagy temperatury topnienia swoiste dla produktu afikaicji
cDNA C1gA (A) i GAPDH (B) metod RT-PCR.

Po ustaleniu odpowiednich warunkéw reakcji wyznaczd&rzywe wzorcowe dla
cDNA C1q i GAPDH. Z 2QuL mieszaniny zawieragej produkty amplifikacji cDNA, 1QL
uzyto do rozdziatlu elektroforetycznego w warunkachisapych w rozdz. 3.6. naelu
agarozowym celem wizualizacji otrzymanego produkta.kazdej uformowanej kieszonki w
tym zelu wprowadzano 10L cDNA C1q i réwnoczénie taky sany ilos¢ cDNA GAPDH.

Pozostate 1QuL cDNA oczyszczono z mieszaniny sktadnikow real®i-PCR za
pomoa zestawu innuPREP PCRpure PCR Cleanup(KitalyticJena AG, Jena, Niemcy).
Nastpnie wykonano kolejne 10-krotne roz@gzenia probki, ktére naginie poddano
amplifikacji metod RT-PCR. W kadej z rozciéaczonych probek ustalonoegenie cDNA
C1lgA na podstawie natenia fluorescencji barwnika SYBR Green |, na tepdgiawie
wyznaczajc krzywa wzorcows (Ryc. 3A). W taki sam sposOb wyznaczono krzyw
wzorcowy dla GAPDH(Ryc. 3B).
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W kazdej wykonanej reakcji RT-PCR konteolwewretrzna stanowita probka
wzorcowa 0 znanym gteniu transkryptow C1gA, wobec ktorej obliczandsdldopii cDNA
C1gA w pozostatych prébkach.
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Ryc.3.Krzywa wzorcowalla oceny iléciowej ekspresji mMRNA C1gA (A) i GAPDH (B) w
leukocytach krwi.
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3.12. Analiza restrykcyjna produktow amplifikacji
Specyficzné¢ produktéw amplifikacji C1LgA cDNA powstatych zyciem metody RT-PCR potwierdzono za pomogakciji restrykcji.
Zestawienie wykorzystanych w badaniach enzymoéwylesgjnych przedstawiono wabeli 9.

Tabela 9.Charakterystyka enzymow restrykcyjnyctytych do badania specyficzéey transkryptow C1gA

10 mM Tris-HCI (pH 7,5 w 25°C),

5..T"CGA...-3 300 mM KCI, amM DTT, 0,1 mM
Taq | 82 pz + 339 pz FERMENTAS
3..AGCNT...-5 EDTA, 0,5 mg/mL BSA, 50%
glicerol
BsuRlI 10 mM Tris-HCI (pH 7,5 w 25°C), 50
5-..GG"CC...-3
(Hae IlI) mM KCI, 1mM DTT, 0,1 mM EDTA, 25 pz + 96 pz + 101 pz + 199 pz FERMENTAS

3-...CC"GG...-5 .
0,2mg/mL, BSA, 50% glicerol
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3.13. Immunohistochemia

Ekspres biatka C1gq w nerkach chorych na KZN oraz 5 NK eda
uzyciem trojstopniowej metody APAARRyc. 4)[146]. Skrawki tkanek utrwalono w
acetonie. Pierwszogdowymi przeciwciatami gytymi w reakcji byly wysoko
oczyszczone poliklonalne kozie pc skierowane przeCikoncowemu regionowi
tancucha A sktadowej dopetniacza C®ANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.,
Santa Cruz, Stany Zjednoczone). Roaceno je w roztworze Tris-NaCl (0,05 M
Tris HCI, 0,15 M NaCl pH 7,6) z dodatkiem 0,05% Bme20 oraz 5% albuminy
wotu (SIGMA ALDRICH) w stosunku 1:500Po wymieszaniu sktadnikbw na
worteksie, na kaly skrawek nerki naktadano po 1@Q mieszaniny, a nagpnie
preparaty inkubowano w temperaturze 4°C przez H#igoPo tym czasie preparaty
pozostawiono przez ok. 40 minut w temperaturze ke, a w tym czasie
przygotowywano mieszanjrzawierajca przeciwciata drugokdowe. Wryto mysie
pc skierowane przeciw kozim Ig klasy IgG (JACKSONnniunoResearch
LABORATORIES, INC., West Grave, Stany Zjednoczorecieiczone w stosunku
1:40 w tym samym buforze Tris-NaCl z dodatkiem 1@&azkich y -globulin
(SANDOZ PHARMA LTD., Berno, Szwajcaria). Przed nadaiem drugorgdowych
pc, preparaty ze skrawkami nerek ptukano 2-krotwmiebuforze Tris-NaCl. Po
natazeniu po 100 puL roztworu zawiergjcego pc drugokdowe, preparaty
inkubowano przez 1,5 godziny w temperaturze pokejowonownie ptukano je 2-
krotnie w buforze Tris-NaCl, a naghie inkubowano przez kolejne 1,5 godziny z
kréliczymi pc przeciw mysim Ig klasy IgG(DAKO, Aachen, Niemcy)
rozpuszczonymi w Tris-NaCl z dodatkiem 1% ludzkigh-globulin (SANDOZ
PHARMA LTD) w stosunku 1:40. W kolejnym etapie, @ekrotnym ptukaniu w
buforze Tris-NaCl, preparaty inkubowano przez 8ziny z kompleksem APAAP.
Po zakdczeniu inkubacji i ponownym ptukaniu, skrawki inkayano z substratem
zawieragcym 0,1% FastRed (SIGMA ALDRICH) rozpuszczonym wOZ%
fosforanie naftolu (SIGMA ALDRICH), DMF, 0,1 M TstHCI (pH 8,2) i 0,001 M
lewomizolu. Po uzyskaniu reakcji barwnej (stdpigj natzenia analizowano z
uzyciem mikroskopuswietlnego firmy OLYMPUS (Hamburg, Niemcy)reparaty
ptukano z uayciem wody wodocigowej, a nagpnie umieszczano w wodnym
roztworze hematoksyliny (AQUA-Med., tadPolska)na okres ok. 40 minut. Po

ponownym plukaniu w wodzie wodagowej, preparaty pozostawiano do
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wyschngcia, a nasfpnie zatapiano w niewielkiej ifgi Keiserglycerine (MERC,
Darmstadt, Niemcy) i naktadano szkietko nakrywkowe.

Kontrolg negatywm stanowity skrawki nerek, ktérych nie inkubowano z
uzyciem pierwszorgdowych lub drugor@owych przeciwciat (pozostate etapy
reakcji pozostawaly bez zmian). Ekspeedjiatka Clg w nerkach oceniano za
pomoa mikroskopuswietlinego (OLYMPUS) rejestra¢ obraz i zapisdr go za
pomoa programu komputerowego AVerTVStudio wersja 1.19.0AVerMedia
TECHNOLOGIES, Fremont, Kanada) w formie elektroniegz

.:.

.::. ® ————» substrat/chromogen

k fosfataza zasadowa —
—® anty-fosfataza zasadowa
krélicze przeciwciato przeciw
' mysiej immunoglobulinie IgG
mysie przeciwcialo przeciw
— % koziej immunoglobulinie IgG

* ———» kozie przeciwciato przeciw C1q
— 5 BC-koncowy fragment
tancucha A
biatka C1q

Ryc. 4.Schemat metody APAAPzytej celem oceny ekspres;ji biatka C1q w nerkach
chorych na KZN i NK.
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3.14. Immunofluorescencja

Oceny immunopatologicznej skrawkéw nerek uzyskanywh trakcie
rutynowej diagnostyki KZN dokonano w Katedrze Imrologii Klinicznej UM w
Poznaniu. EkspresjClq badano z ayciem owczych pc p-Clg znakowanych
fluorescein (SEROTEC, Oxford, Anglia). Wynik reakcji odczytym@ z wyciem
mikroskopu fluorescencyjnego firmy OLYMPUS.

3.15. Metody statystyczne

Wyniki zostaty przedstawione w postaoednich £ SDgrednich £ SEM lub
jako wartéci procentowe. Wartwi SLEDAI-2K i SLEDAI-N zaprezentowano z
uzyciem mediany poda¢ wartgci minimalne i maksymalne. W pierwszej
kolejnasci dokonano weryfikacji zgodnéci wynikéw z rozkladem Gaussa
korzystajc z testu normalrici Shapiro-Wilk. Do analizy danych wyranych w
skali interwatowej wykorzystano jednoczynnikowo EBngwariancji dla zmiennych
niepowazanych (ANOVA), a dla danych w skali padkowej zastosowano test
Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych porowinBunn’a. Do analizy korelaciji
migdzy badanymi parametrami wykorzystano wspotczynkdkelacji liniowej r
Pearsona (w skali interwatowej) lub korelacji rawgp rs Spearmana (w skali
porzadkowej). Test Fischerazyto przy poréwnywaniu @&tasci wyskpowania
danej cechy pomdzy badanymi grupami. W przypadku chorych na TRWamano
tez wieloczynnikowg analiz: logistyczra uwzgkdniajaca aktywnagé TRU mierzon,
skah SLEDAI-2K, wysgpowanie ZN i E w powizaniu z wykrywaniem pc p-C1q i
p-dsDNA oraz obriionych s¢zen sktadowych C3 i C4 dopetniacza. Jako istotne

statystycznie przyjo wartgci p<0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Wykrywanie przeciwciat przeciw Clqgw surowicy

4.1.1. Czstosé wystepowania pc p-C1lg w surowicy

Przeciwciata przeciw C1q wykrywano w surowicy ofar na PKZN, TZN
i grupie K. Natomiast nie stwierdzono ichénéd chorych na SVV. Gstasé
wystepowania badanych pc w surowicy chorych na TZN laylacznie wysza ni w
grupie PKZN i K. Istota statystycznie rinice wykazano rownig miedzy chorymi
na PKZN i ZO(Ryc. 5A).

Wsrod chorych na PKZN, pc p-Clg wykrywano u 22,4% rghb na
MesPGN (w tym u 27,8% chorych z rozpoznaniem IgAYGIN28,6% chorych na
MPGN i u 30,8% chorych na IMGN. Watkiem byli chorzy z rozpoznanym FSGS,
u ktérych nie stwierdzono tych pc #adnej z badanych surowic. Chaciezestas¢
wystepowania pc p-Clg w grupie MesPGN i IMGN byla istetrstatystycznie
wyzsza nik w kontroli, to nie obserwowano takichzrdc miedzy poszczegolnymi
typami PKZN(Ryc. 5B).

Wsrod chorych na TZN, pc p-Clg wykrywano znamienniesacej
(zarbwno w aTZN, jak i naTZN) aiu ZO. Przeciwciata te wykrywano istotnie
czesciej w grupie chorych z aktywnym zapaleniem w chie nerek ni z
nieaktywnym procesem chorobowyiRyc. 5C). Nie wykazano natomiast istotnych

réznic miedzy poszczegolnymi klasami TZN.

A 100 ~ ! *kKkKk !

K*kkkkk *kk

pc p-Clq

10,5
° -
PKZN TZN SVV K

- B8 -



%
B 100 - *

80 - I ]

60 -

pc p-Clq

40 |
28,6 30,8
22,4 —
207 \ 10,5
0
. B | | ~n
MesPGN MPGN IMGN FSGS K

% dekkkkok
100 4 " 1

80 1

60 -
48

pc p-Clq

40 -

20 1

10,5

B

aTZN naTZN K

Ryc. 5.Czsta¢ wykrywania pc p-C1q w surowicy chorych na PKZN,N,SVV i
grupie K (A), chorych na poszczegdlne typy morfadage PKZN (B) oraz chorych
na aTZN i naTZN (C).

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005, ****** n<0,0001

4.1.2.Srednie stezenia pc p-C1q w surowicy

Zaobserwowano znacznie wgze stzenia pc p-C1q w surowicy chorych na
TZN niz PKZN i wérod ZO (Ryc. 6A). Nie stwierdzono istotnych #aic w stzeniu
tych pc pomgdzy poszczegdlinymi typami morfologicznymi PK{Ryc. 6B)

Natomiast wrdéd chorych na WKZN, stenia pc p-Clg w grupie aTZN
byly znamiennie wisze w porownaniu z grgiK. Istotra réznice stwierdzono take
miedzy aTZN i naTZN(Ryc. 6C) Natomiast nie wykazano znacych r&nic
pomiedzy poszczegolnymi klasami TZN.
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Ryc. 6. Poréwnanigrednich stzen pc p-C1g w surowicy chorych na PKZN, TZN i
grupie K (A), chorych na poszczegdlne typy morfadage PKZN (B) oraz chorych
na aTZN i naTZN (C).

* p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,001
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4.2. Wykrywanie pc p-dsDNA w surowicy

4.2.1. Czstosé wystepowania pc p-dsDNA w surowicy
Przeciwciata przeciw dsDNA wykrywano vagiznie w surowicy chorych na
WKZN. U chorych z rozpoznanym PKZN i ZO wynik testukierunku obecnii
tych pc w surowicy byt w kadym przypadku negatywny. Liczba wynikoéw dodatnich
w grupie TZN istotnie przewygzata stwierdzanw grupie SVV(Ryc. 7A).
Przeciwciata przeciw dsDNA wykrywano nagéziej wéréd chorych na
aTZN, obserwuyjc istotry statystycznie rinice w porownaniu z grupK i chorymi
na naTZN (Ryc. 7B) Nie stwierdzono jednak istotnych zroc miedzy
poszczegolnymi klasami TZN.

% *
A 100 - : | ***L** :
*kkkkk *%
I 1
80 -
<Z( 60 -
o
(2]
<
o
o 404
o
20 | 16,7
0 0
0
PKZN TZN Svv K
B . ‘

pc p-dsDNA

aTZN naTZN K

Ryc. 7. Czstas¢ wykrywania pc p-dsDNA w surowicy chorych na PKZINZN,
SVV i grupie K (A) oraz chorych na aTZN i naTZN (B)
* p<0,05, ** p<0,01, ****** n<0,0001
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4.2.2.Srednie stezenia pc p-dsDNA w surowicy

Podobnie jak w przypadku eztasci wykrywania pc p-dsDNA w surowicy,
srednie stzenia tych pc byly znamiennie wgze u chorych na TZN hiSVV
(p<0,05). Najwysze stzenia stwierdzano w grupie z aTZN. Mima,dbserwowano
tendenag do wysszych sgzen pc p-dsDNA w surowicy chorych na aTZN w
poréwnaniu do chorych na naTZN, taznica nie byta istotna statystyczr{igyc. 8).
Nie stwierdzono istotnych #dic w érednim sgzeniu pc p-dsDNA nwdzy

poszczegolnymi klasami TZN.

*kkk

700 - f !

*kkk

600 -

500 -

400 +

300 -

Sr+SEM

200 -

100 +

0,

Stezenie pc p-dsDNA w surowicy (IU/mL)

aTzZN naTZN K

Ryc. 8. Porownaniesrednich s¢zen pc p-dsDNA w surowicy chorych na aTZN i
naTZN.
* p<0,05, **** p<0,001

4.3. Wykrywanie KKI-C1q w surowicy

4.3.1. Czstosé wystepowania KKI-C1qg w surowicy

Krazace kompleksy immunologiczne wykrywano w grupie cfobr na
PKZN, TZN oraz w grupie K. Natomiast nie stwierdedoh obecnéci w surowicy
chorych na SVV. Ggtasé wystkpowania KKI-C1g wrdod chorych na PKZN byta
znacznie nisza w poréwnaniu do grupy TZN i K. Pomima, KKI-C1q byly
wykrywane najcgsciej w surowicy chorych na TZN, toxdica medzy grum TZN i
K nie byta istotna statystyczn{Ryc. 9A).

W grupie WKZN, KKI-C1qg wykrywano wycznie w surowicy chorych na
TZN, w szczegélngci dotyczyto to chorych z aktywnym procesem choropm
(Ryc. 9B) Nie obserwowano natomiastzrdc migdzy poszczegélnymi klasami
TZN.
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Ryc. 9.Czstas¢ wykrywania KKI-C1qg w surowicy chorych na PKZN, TZSBVV i
grupie K (A) oraz chorych na aTZN i naTZN (B).
* p<0,05, ** p<0,01, ** p<0,005, **** p<0,001, ***** p<0,0001

4.3.2.Srednie stezenia KKI-C1q w surowicy

Analiza stzen KKI-C1g w badanych grupach wykazalge podobnie jak
czgstas¢ wykrywania ich w surowicysrednie sgzenia byty najwysze w grupie
chorych na TZN, natomiast znacp nizsze w grupie PKZN w poréwnaniu do TZN
i grupy K (Ryc. 10A).

Uwag; zwracaj znacaco wyzsze stzenia KKI-C1q w surowicy chorych
na aTZN nk w pozostatych badanych grupa@Ryc. 10B) Nie zaobserwowano

istotnych ré@nic miedzy poszczegolnymi klasami TZN.
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Ryc. 10.Poréwnanigrednich stzen KKI-C1q w surowicy chorych na PKZN, TZN i
K (A) oraz chorych na aTZN i naTZN (B).
* p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,001

4.4. Oznaczenie skladowych dopetniacza C1q, C3 i @4surowicy

4.4.1. Czestos¢ wystepowania obnizonego sg¢zenia skiadowych dopetniacza
Clqg, C3i C4 w surowicy

Stezenie sktadowej dopetniacza C1q w surowicy nieznigcponizej dolnej
granicy wykrywalnd@ci ustalonej dla testu stwierdzono agtnie u jednej chorej z
rozpoznanym aTZN (réwnocésie w badanej surowicy wykryto dodatnie pc p-C1q,
p-dsDNA, KKI-C1qg oraz obubne s¢zenie C3) oraz u dwoch chorych na MesPGN
(pozostate parametry immunologiczne w surowicysgig si¢ u nich w granicach
normy).

Obnizone stzenie skladowej dopetniacza C3 zaobserwowano gtownie
chorych na TZN. U wszystkich chorych z grupy SVX istezenia C3 w surowicy
miescity sie¢ w granicach normy(Ryc. 11A) Stwierdzono przy tym istoin
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statystycznie rénice w wykrywaniu obrntonego s{zenia C3 w surowicy w grupie
chorych na aTZN i naTZN, bez mdic migdzy klasami TZN(Ryc. 11B) Wsréd
chorych na PKZN, niskie gtenie C3 stwierdzano najgziej w przypadku MPGN
(28,6%).
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Ryc. 11.Czstas¢ wystkpowania obnionego sizenia sktadowej dopetniacza C3 w
surowicy chorych na PKZN, TZN, SVV i K (A) oraz atych na aTZN i naTZN (B).
KKk p<0’005, Khkkkhk p<0’0001

W przypadku sktadowej dopetniacza C4, jej done s¢zenie stwierdzano
niemal wyhcznie w grupie TZN. Tylko u 1,5% badanych choryca RKZN,
stezenie C4 w surowicy znajdowatoggponizej dolnej granicy normy. Dotyczyto to
wytacznie os6b z potwierdzonym histopatologicznie MP@Ryc. 12A). Wsrdd
chorych na TZN, niskie atenie C4 stwierdzano znamiennieggzej u chorych w
aktywnej fazie choroby niu tych w fazie remisjiRyc. 12B) Rownieg w tym
przypadku nie obserwowano istotnychemi pomedzy poszczegéinymi klasami
TZN.
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Ryc. 12.Czestas¢ wyskpowania obnionego stzenia sktadowych dopetniacza C4 w
surowicy chorych na PKZN, TZN, SVV i K (A) oraz atych na aTZN i naTZN (B).
*kk p<0’005, *kkkk p<0’0005’ *kkkkk p<0'0001

4.4.2 Srednie stezenia sktadowych dopetniacza C1qg, C3 i C4 w surowicy
Stezenia sktadowe] dopetniacza Clg w surowicy duoily sie w bardzo
szerokim zakresie zaréwno w grupie K, jak i u clebrya KZN.Srednie sgzenia,
mediany i zakres war§oi C1q w badanych grupach przedstawiontabeli 10.
Srednie stzenia C1g w surowicy nie #aity sie istotnie megdzy chorymi na
TZN, PKZN, SVV i grup K. Podobnie, nie obserwowano znic pomkdzy
poszczegllnymi typami PKZN, czy chorymi z aTZN iTdN. Ponadto, nie

wykazano ranic w srednich s¢zeniach C1q nedzy poszczegolnymi klasami TZN.
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Tabela 10.Stzenia C1g w surowicy badanych chorych i grupie kaintj

Grupa SredniaSD Mediana
badana ng/mL zakres

357,3

MesPGN 425,4+294,9 (11,4-1560,0)
351,2

MPGN 373,1%146,0 (209,4-648,2)
313,8

IMGN 461,4+306,7 (102,1-1337,0)
FSGS 470,6+249,7 205

(322,4-913,7)

247,9
aTZN 305,0+£283,1 (11,3-1615,7)
naTZN 441,1+407,5 e

(28,7-1791,6)

Najnizszesrednie sizenia C3 w surowicy stwierdzano u chorych na TZN.

Byly one znacznie nsze w porownaniu z chorymi na PKZN i gauld (Ryc. 13A).
Istotne statystycznie zdice stwierdzono tate miedzy grup PKZN i K, a najnisze
stezenia wréd chorych na PKZN zanotowano w grupie z rozpogmarMPGN
(Ryc. 13B) W grupie chorych na TZN, gtenia C3 byty nisze zaréwno w aTZN,
jak i naTZN w poréwnaniu z graK. Znacaca roznicg wykazano mgdzy naTZN a
aTZN (w tej drugiej grupigrednie stzenia C3 byly najrisze spérdod wszystkich
badanych) Ryc. 130Q. Nie stwierdzono istotnych zaic w $rednim s¢zeniu C3 w
surowicy megdzy poszczegolnymi klasami TZN.
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-67 -



B 2,57 I F*kkk I

S

0,5+

Stezenie C3 w surowicy (g/L)
$r+SD

MesPGN IMGN

*kkk

*kkk *kkk

Stezenie C3 w surowicy (g/L)
$r+SD

aTZN naTZN K

Ryc. 13 Poréwnaniesrednich stzen sktadowych dopetniacza C3 w surowicy
chorych na PKZN, TZN i grupie K (A), chorych na posegdlne typy
morfologiczne PKZN (B) oraz chorych na aTZN i naTZAD).

* p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,001

Analizasrednich stzen C4 w badanych surowicach wykazata, podobnie jak

w przypadku C3ze najnisze sizenia wysgpowaty u chorych na TZN. Natomiast
stezenia w grupie chorych na PKZN (zaréwno waiyi catgciowym, jak i bionc
pod uwag poszczegolne typy KZN) nie ity si¢ istotnie od tych stwierdzanych
wsrod ZO (Ryc. 14A) W przypadku sktadowej dopetniacza C4 nie wykazahoe
istotnych statystycznie #éic w srednich s¢zeniach mg¢dzy chorymi z aTZN i
naTZN, chocia w obu grupach byly one i8ze nk wsrdd ZO (Ryc. 14B).
Zaobserwowano tenderajlo wystpowania niszych stzen C4 gtéwnie w klasie 11|

i IV TZN w porownaniu z grup K (p<0,001), jednak bez istotnychzroc migdzy
poszczegdlnymi klasami TZN.
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Ryc. 14. Porownaniesrednich sgzen sktadowych dopetniacza C4 w surowicy
chorych na PKZN, TZN i grupie K (A) oraz chorych@dZN i naTZN (B).
*kkk p<0’001

4.5. Ra&nice w wykrywaniu badanych markeréw immunologicznyer w
zaleznosci od aktywnosci TRU i TZN.

Chorych na aTZN i naTZN poréwnano ze vextyl na wys¢gpowanie i/lub
brak w surowicy rownoczeie dwdéch z badanych pc i Kladlz obnizonego s{zenia
C3 i C4. W surowicy chorych na aTZN istotnieg@zej wykrywano rOwnoczaie
pc p-C1lqg i p-dsDNA i/lub KKI-C1qg miw naTZN. W przypadku aktywnego procesu
chorobowego wyspowaniu pc p-Clq i p-dsDNA w surowicy znaczniescie]
towarzyszyta hipokomplementemia. Natomiast rownsogestwierdzenie ujemnych
pc p-Clg i p-dsDNA oraz prawidiowegoestnia skiadowych dopetniacza w
surowicy wskazywato na nieaktywny proces chorobowy nerkach. Wyniki
przedstawiono wabeli 11.
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Tabela 11. R&znice

w

czstosci

immunologicznych midzy aTZN i naTZN

wykrywania

badanych

markeréw

p-C1q(+) p-dsDNA(+) 27 (71,1%) 9 (36,0%) 0,0091
p-C1q(+) p-dsDNA(-) 4 (10,5%) 3 (12,0%) 1,0000
p-C1q(-) p-dsDNA(+) 7 (18,4%) 5 (20,0%) 1,0000
p-C1q(-) p-dsDNA(-) 0 8 (32,0%) 0,0003
p-C1q(+) KKI-C1q(+) 20 (52,6%) 1 (4,0%) <0,0001
p-C1q(+) KKI-C1q(?) 11 (28,9%) 11 (44,0%) 0,2830
p-C1q(-) KKI-C1q(+) 2 (5,3%) 5 (20,0%) 0,1034
p-C1q(-) KKI-C1q(-) 5 (13,2%) 8 (32,0%) 0,1107
p-C1q(+) C3 illub C4()) 27 (71,1%) 6 (24,0%) 0,0003
p-C1q(+) C3 illub C4(N) 4 (10,5%) 6 (24,0%) 0,1762
p-C1q(-) C3 illub C4y) 5 (13,2%) 4 (16,0%) 1,0000
p-C1q(-) C3 illub C4(N) 1 (2,6%) 9 (36,0%) 0,0006
p-dsDNA(+) C3 illub C4()) 27 (71,1%) 8 (32,0%) 0,0040
p-dsDNA(+) C3 illub C4(N) 4 (10,5%) 6 (24,0%) 0,276
p-dsDNA(-) C3 i/lub C4) 3 (7,9%) 2 (8,0%) 1,0000
p-dsDNA(-) C3 i/lub C4(N) 1 (2,6%) 9 (36,0%) 0,0006
KKI-C1q(+) C3 i/lub C4( |) 21 (55,3%) 5 (20,0%) 0,0084
KKI-C1q(+) C3 i/lub C4(N) 1 (2,6%) 1 (4,0%) 1,0000
KKI-C1q(-) C3 i/lub C4() 11 (28,9%) 4 (16,0%) 0,3655
KKI-C1q(-) C3 i/lub C4(N) 4 (10,5%) 14 (56,0%) 0,002

Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logistytg wykazaty zwazek

miedzy wykrywaniem pc p-Clg i wygbowaniem obrionego stzenia C3 w

surowicy a aktywnéria TRU ocenianej w skali SLEDAI-2K oraz wygtowaniem E.

Wykazano take zwhzek mgdzy wystepowaniem pc p-Clq i ohanego sizenia

C3 w surowicy a pojawieniem¢siZN, chocia zaleznos¢ ta nie osigreta petnej

istotncici statystycznej. Nie stwierdzono takich zaleici dla obnzonego s{zenia

C4 w surowicy, a w przypadku pc p-dsDNA zaobserwmwawihzek z pojawieniem

sic E, lecz zalenoi¢ ta byta tylko bliska istotrémi statystycznej. Wyniki

przedstawiono wabeli 12
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Tabela 12. Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logistyt
uwzgkdniajpcej aktywnd¢ TRU, wystpowanie ZN i E w powizaniu z
wykrywaniem pc p-C1q i p-dsDNA oraz okonych s¢zen C3 i C4 w surowicy

SLEDAI-2K = 10 ZN E
IL (95% PU) p IL (95% PU) p IL (95% PU) p
p-dsDNA (+) _ _ 3,76 0,097
(>100 IU/mL) (0,78 —18,08)
p-Clq (+) 4,03 0,0364 4,25 0,0816 4,43 0,026
(>32RU/mL)  (1,09-14,84) (0,83-21,67) (1,19 - 16,44)
€3<0,9g/L 10,54 0,0004 4,76 0,0591 4,26 0,030
(2,87-38,62) (0,94 -24,04) (1,15-15,83)
C4<0,1g/L - - -
X2 22 10 19

4.6. Oznaczenie immunoglobulin klasy IgG w surowicy
Obnizone stzenie catkowitych IgG stwierdzono u 44,7% chorychPkaZN

i 33,3% na TZN. W grupie SVV, tylko jeden chory c&ANCA dodatnie SVV miat
stezenie IgG w surowicy pownej dolnej granicy normy, natomiast u wszystkich
badanych osob z grupy Kegenie IgG miécito sic w zakresie normy (p<0,0001 dla
PKZN vs. K i TZN vs. K). We wszystkich typach mddgicznych PKZN czstas¢
wystepowania obrionego s{zenia IgG byta wysza nk w K (p<0,0001 dla
wszystkich), lecz stwierdzono istotne statystyczrienice take midzy IMGN i
MesPGN (65,2% vs. 35,7%, p<0,05) orazeaay FSGS i MesPGN (83,3% vs.
83,3%, p<0,05).

Stzenia 1gG byly podwyszone u 14,3% chorych na TZN i 50% na SVV.
Tylko 1 chora z pierwotnym MesPGN miata podiszone sizenia IgG w surowicy
(p<0,0005 wzgidem TZN i SVV), a w grupie K oznaczenia IgG u wgkih ZO
miescity si¢ w granicach normy (p<0,0005 w porownaniu do TZM\V). Nie
stwierdzono istotnej statystycznieznicy w wykrywaniu podwyszonego stenia
IgG migdzy grum chorych na aTZN i naTNZ. W grupie SVV, u potowyocich
stezenie IgG przewyszato gora granie normy (p<0,05 w poréwnaniu do naTZN i
p<0,0001 w porownaniu do grupy K).
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Istotne statystycznie #aice w $rednich stzeniach catkowitych IgG
wykazano mgdzy chorymi na PKZN i TZN (p<0,01), SVV (p<0,01)aar K
(p<0,001). Wrod chorych na TZN i PKZN byly one istotnie staygstnie nisze ni
w grupie K (p<0,001). WW6d chorych na PKZN, istoinréznice wykazano mgdzy
grupa MesPGN i IMGN (p<0,01). W grupie WKZN, najsize stzenia zanotowano
wsréd chorych na naTZN (p<0,05 w porownaniu do gréwyv i K). Natomiast nie
réznity sie one istotnie midzy aTZN i naTZN.

Srednie stzenia IgG w badanych grupach przedstawiortalbeli 13.

Tabela 13. Stgzenia catkowitych 1gG w surowicy badanych chorychgrupie

kontrolnej
Grupa Stezenie IgG
badana (9/L)
(sredniatSD)

MesPGN 8,4+3,2
MPGN 5,7+3,9
IMGN 6,5+2,6
FSGS 5,6+3,2
aTZN 12,5+9,8
naTZN 9,1+4,1

4.7. Wykrywanie DNA C1q i ocena wysipowania mutacji w genie Clq
kodujacym tancuch A

U wszystkich badanych chorych i oséb z grupy K asdno obecri¢ DNA
C1gA w leukocytach krwi (tate w 3 wspomnianych wcgeiej przypadkach, w
ktorych stzenie biatka Clq w surowicy nie przekroczyto dolngfanicy
wykrywalncdici dla testuRyc. 15)
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

01 p:

Ryc. 15.Przykladowy obraz rozdziatu elektroforetycznegodokiéw amplifikaciji
DNA metody PCR. M- wzorzec mas ggteczkowych, 1-10 leukocyty o0so6b

badanych, 11- kontrola ujemna

U wszystkich badanych potwierdzono obegnmiejsca rozpoznawanego
przez enzym restrykcyjnyPvull. Dlugos¢ fragmentow powstatych w reakciji
restrykcji wynosita 475 pz i 126 gRyc. 16) W ten sposéb, u wszystkich badanych
wykluczono obecni& jednej z odkrytych datl mutacji w eksonie 2 genu
kodujcego tacuch A sktadowej dopetniacza C1q.

M 1 2 3 4 5 6 7

Ryc. 16. Przykladowy obraz rozdziatu elektroforetycznego dokdow reakciji
restrykcji z uyciem endonukleazivull.
M- wzorzec mas citeczkowych, 1-5 leukocyty os6b badanych, 6- kdatogemna,
7- DNA nie poddany reakcji restrykcji

4.8. Ekspresja mRNA C1q w leukocytach krwi

Ocere ekspresji mMRNA C1gA ok&ano wzgkdem genu referencyjnego
GAPDH, a dtugé¢ produktow wynosita: dla C1gA- 421 pz, dla GAPDHBO4pz
(Ryc. 17) Specyficzné¢ produktéw amplifikacji potwierdzono za ponaoreakcji
restrykcji z uyciem enzymow restrykcyjnychaq | i BsuRI (Hae IllI{Ryc. 18)
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421 pz
480 pz

Ryc. 17.0braz rozdziatu elektroforetycznego produktow afikalcji CDONA C1gA i
GAPDH w leukocytach krwi.
M- wzorzec mas esteczkowych, 1-8 leukocyty os6b badanych, 9- kdatugemna

421 pz —p
339 pz >
199 pz
<€4—101 pz+96 pz
82pz —» «—25 pz

Ryc. 18.0braz rozdziatu elektroforetycznego produktéw r@alestrykcji z wyciem
endonukleaZ'aq | i BsuRI (Hae IlI).

M- wzorzec mas citeczkowych, 1- cDNA nie poddane reakcji restryk&j
produkty po reakcji restrykcji zzyciem Taq |, 3- produkty po reakcji restrykcji z

uzyciemBsuR] 4- kontrola ujemna

Wykazano wysz ekspresi mMRNA C1g-L u wszystkich chorych na KZN
w porownaniu z grup K. Istotne statystycznie byly jednak tylkozrice medzy
PKZN i K oraz TZN i K. Nie stwierdzono znagzj r&nicy w sredniej liczbie
transkryptow mRNA C1q porgilzy chorymi na PKZN i TZNRyc. 19A).

W grupie PKZN, niezalmie od typu morfologicznego KZN liczba kopii

MRNA w leukocytach byla wasza od stwierdzanej w grupie K, lecz istptn

-74 -



statystycznie rinice wykazano wydcznie medzy chorymi z rozpoznanym MesPGN

a ZO(Ryc. 19B)

Wyzszy ekspregi mRNA Clq stwierdzono tak wsrod chorych na TZN,

chocia nie obserwowano ebicy miedzy aTZN i naTZN. Istotp statystycznie

réznice w liczbie kopii mMRNA C1q w leukocytach wykazanoeniy aTZN i grup

K (Ryc. 19C) Natomiast nie rinita sk ona mgdzy poszczegoéinymi klasami TZN.

A 120000 - **

100000 - !

80000 -

60000 +

40000 -

20000 4

Liczba kopii C1g-L/10x6 GAPDH
$r+SD

0

SWV K
B 120000 - o~

z | !

Q100000

& _

o

© 80000 -|

o

=

g‘ % 60000 -

o 7]

S 40000 A

)

& 20000

8

-

0
MesPGN MPGN IMGN FSGS K
120000 - *

C | |

100000 -

80000 -

60000 +

40000 -

Liczba kopii C1g-L/10x6 GAPDH
$r+SD

aTZN naTZN

Ryc. 19 Porownanigredniej liczby transkryptow mRNA C1q w leukocytach

chorych na PKZN, TZN, SVV i K (A), chorych na pogegolne typy morfologiczne

PKZN (B) oraz chorych na aTZN i naTZN (C). * p<0,05 p<0,01
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4.9. Ekspresja mRNA C1q w nerkach

Eksprest mRNA C1gA (421 pz) w nerkach, podobnie jak w piagku
leukocytéw krwi, oceniano wzgllem genu referencyjnego GAPDH (480 pz)
(Ryc. 20)

421 pz
4— 480 pz

Ryc. 20.0Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéw afikalcji cDONA C1gA i
GAPDH w nerkach.

M- wzorzec mas esteczkowych, 1-8 nerki oséb badanych, 9- kontrg@anna

Najwyzszy ekspregi mRNA C1g stwierdzono w nerkach chorych na TZN.
Réznita sk ona istotnie w porownaniu z grafPKZN. Liczba transkryptéw mRNA
Cl1lg w nerkach pochodazych od chorych na PKZN byla jednoéme znacznie
nizsza nk w NK. Natomiast nie rinita sk istotnie od tej stwierdzanej w grupie SVV
(Ryc. 21)

Nie stwierdzono rinic w sredniej ekspresji mMRNA C1qg muzy chorymi z
rozlemowymi i nierozplemowymi postaciami KZN orazedry aTZN i naTZN.

*

12000 - I !

10000 -

8000 -

6000 -

$r+SEM

4000 -

2000 -

Liczba kopii C1g-N/10x6 GAPDH

0,

Ryc. 21.Poréwnanigredniej liczby transkryptow mRNA C1qg w nerkach
chorych na PKZN, TZN, SVV i K.* p<0,05
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4.10. Ekspresja produktu biatkowego w k¢buszku nerkowym

W grupie chorych na KZN, ekspresjClg stwierdzono w obbie
kiebuszkéw nerkowych, wrodmiazszu oraz naczyniactiRyc. 22A,B,C) Natomiast
w NK produkt biatkowy C1qg wykrywano w naczyniachrkigRyc. 23A,B)

W badaniu immunofluorescencyjnym, depozy Clg wbiukzkach
nerkowych stwierdzono u 45,1% chorych na PKZN:i8%,8% chorych na TZN
(p<0,005). W grupie PKZN byli to gtdownie chorzy pzpoznanym MesPGN
(82,6%), a wrod chorych na TZN ze ztlogami C1q u 75,6% stwiendzaktywny
proces chorobowy. Zaréwno w PKZN, jak i TZN, nieigrdzono istotnych rnic w
czestasci wykrywania, angrednich s¢zeniach pc p-C1q i KKI oraz C1q w surowicy
migdzy chorymi z wykrywanymi depozytami C1q wektszkach nerkowych i bez
ztogow C1g w nerce. Nie wykazano rownewviazku migdzy stzeniem catkowitych

lgG i ekspregj C1g-L a obecnixia ztogoéw C1g w nerkach.
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Ryc. 22. Ekspresja Clq w kbuszku nerkowym (A),srédmiazszu (B) oraz
naczyniach (C) chorych na KZN.

Ryc. 23 Ekspresja C1g w &buszku nerkowym (A) i naczyniu (B) w NK.
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4.11. Poréwnanie wybranych danych klinicznych i labratoryjnych pomie¢dzy
chorymi z dodatnimi i ujemnymi pc p-Clq

4.11.1. Porownanie wybranych danych klinicznych idboratoryjnych pomiedzy
chorymi na TZN z dodatnimi i ujemnymi pc p-C1q

Chorych na TZN podzielono na dwie podgrupy: z wykamymi w surowicy
pc p-Clq (TZN p-Clq(+), 43 chorych) oraz z ujemnypai (TZN p-Clq(-), 20
chorych). Poréwnano obraz kliniczny, w tym objawgjezia nerek i wybrane
parametry immunologiczne pogaizy grupami.

Wykazano brak istotnych #dic w czstoci wyskpowania objawdéw
pozanerkowych poradzy grupami. Natomiast §kdd chorych z dodatnimi pc p-C1q
W surowicy istotnie statystycznie gziej stwierdzano E oraz ZN i w mniejszym
stopniu L i wateczkomocz.

Spardd analizowanych parametréw immunologicznych znacedznice
wykazano wydcznie w liczbie dodatnich wynikow ANA. Mimag w grupie TZN p-
Clq(+) stwierdzano eZciej wystpowanie pc p-dsDNA oraz obminego sizenia
C3 w surowicy, to rénice medzy badanymi grupami nie aginely istotnaci
statystycznej.

Nalezy podkréli¢, ze wsrod chorych na TZN p-Clqg(+)zau 72,1%, w
poréwnaniu do 35,0% w grupie TZN p-Cl1q(-), stwienda aktywn fazg choroby
(p<0,01).

Poréwnanie objawéw klinicznych i biochemicznych ravybranych
parametrow immunologicznych gaizy badanymi grupami przedstawionotabeli
14.

-79 -



Tabela 14.Dane kliniczne, biochemiczne i immunologiczne clbryna TZN z

wykrywanymi i ujemnymi pc p-C1q w surowicy

Zaburzenia neurologiczne
Zapalenie naczy

Zapalenie stawoéw

Zmiany skérne
Owrzodzenia btoiluzowych
Zapalenie bton surowiczych
Goraczka

NT

Leukopenia (WBC<3 004)

Matoptytkowas¢ (PLT<100 00Q4I)
Niedokrwistg¢ (Hb< 12.0 g/dl)

Wateczkomocz (erytrocytarne,
Ziarniste)

E (bez ZUM lub kamicy)

L (bez ZUM lub kamicy)
Biatkomocz (>0.5 g/24h)

ZN

Obnizenie GFR

<60 ml/min/1,73m2

W Ciagu ostatniego miegta

Dodatnie ANA

Dodatnie pc p-dsDNA
Dodatnie pc p-Ns
Dodatnie pc p-Ro (SS-A)
Dodatnie pc p-La (SS-B)
Dodatnie pc p-Sm
Dodatnie pc p-RNP

Dodatnie pc p-rybosomalnemu biatku

=]

Dodatnie pc p-histonom
Dodatnie pc p-PCNA

Dodatnie pc p-CENP B
Dodatnie pc p-AMA M2
Dodatnie pc p-kardiolipinie
Dodatnie pc 2 glikoproteinie 1
Dodatnie KKI-C1q

Obnizone st¢zenie C3 w surowicy
Obnizone st¢zenie C4 w surowicy

TZN p-Clq(+)

(n=43)

8 (18,6%)
1 (2,3%)

1 (2,3%)
7 (16,3%)
1 (2,3%)

3 (7,0%)

5 (11,6%)

23 (53,5%)

3 (7,0%)
6 (14,0%)
18 (41,9%)

17 (39,5%)

27 (62,8%)

23 (53,5%)

29 (67,4%)
16 (37,2%)

6 (14,0%)

43 (100%)
36 (83,7%)
14 (32,6%)
13 (30,2%)

4 (9,3%)
4 (9,3%)
6 (14,0%)

3 (7,0%)

12 (27,9%)
4 (9,3%)
1 (2,3%)

4 (9,3%)

5 (11,5%)

5 (11,5%)

21 (48,8%)
32 (74,4%)
22 (51,2%)

TZN p-C1q(-)

(n=20)

1 (5,0%)
0
1 (5,0%)
3 (15,0%)
0
1 (5,0%)
1 (5,0%)
14 (70,0%)
0

1 (5,0%)
7 (35,0%)

3 (15,0%)

6 (30,0%)

5 (25,0%)

13 (65,0%)
2 (10,0%)

1 (5,0%)

14 (70,0%)
12 (60,0%)
3 (15,0%)

6 (30,0%)
3 (15,0%)
1 (5,0%)
1 (5,0%)

0

2 (10,0%)
0
0
0
2 (10,0%)
2 (10,0%)
7 (35,0%)
10 (50,0%)
6 (30,0%)

0,2506
1,0000
0,5376
1,0000
1,0000
1,0000
0,6549
0,2765
0,5452

0,4151
0,7829

0,0803

0,0289
0,0556
1000

0,0357

0,4151

0,0006
0,0573
0,2235
1,0000
0,6694
1,0000
0,4151

0,5452

0,1920
0,2976
1,0000
0,2976
ao
1,0000
0,4155
0,0845
0,1735
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Poréwnanigsrednich s¢zen badanych markeréw serologicznych u chorych
z TZN p-Clq(+) i TZN p-Clq(-) wykazato znacznie x8ye stzenia pc p-Clq, a
nizsze sktadowych dopetniacza C1q, C3 i C4 w grup@\ath z dodatnimi pc p-
Clg(Ryc. 24A i 25A,B,C) W grupie TZN p-C1q(+) stwierdzono taktendengj do
wyzszych stzen pc p-dsDNA, lecz rinica nie byta istotna statystyczriRyc. 24B)
Chorzy z dodatnimi pc p-C1lg wykazywali wsze stzenia KKI-C1q nk grupa K,
ale nizsze nk w grupie TZN p-C1q(-JRyc. 24C)

Kk
250 r 1

A Hkkk
T 1

200 -

150

“ 100 4

50

Stezenie pc p-C1q w surowicy (U/mL)
Sr+SEM

—

TZN p-Clq(+) TZN p-C1q() K

*kkk

B 600 - — 1

*hkk

500 -

400 -

300 -

$r+SEM

200 -

100 +

Stezenie pc p-dsDNA w surowicy (IU/mL)

TZN p-Clq(+) TZN p-C1q(-) K

*%

30 4

-

C E ' —
O
w
> 25 [
=
3 20
s
2% 15 |
= #
g
5 101
<
4
e 5
f=4
Q
>
& o : :

TZN p-Clq(+) TZN p-C1q() K

Ryc. 24 Porownanidgrednich s¢zen pc p-C1q (A), p-dsDNA (B), KKI-C1q (C)
w surowicy w grupach TZN p-C1q(+), TZN p-Clqg(-) i K
** p<0,01, *** p<0,001
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400 4

Sr+SEM

300 4

200 4

100 +

Stezenie C1g w surowicy (ng/mL)

TZN p-Clq(+) TZN p-Ciq() K

Hkkok
B 24 Hk Fokkk
1.8 - [ ] 1

Stezenie C3 w surowicy (g/L)
S$r+SD
N
N
—

TZN p-Clq(+) TZN p-C1q(-) K

*kkk

C 0,35 - . .
03 [ ] 1

0,25 - T

0,2 -

Sr+SEM

0,15 A

0,1 -

Stezenie C4 w surowicy (g/L)

0,05 -

TZN p-Clq(+) TZN p-Clq(-) K

Ryc. 25 Porownanigrednich stzen C1q (A), C3 (B), C4 (C) w surowicy
w grupach TZN p-C1q(+), TZN p-C1q(-) i K.
* p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,001

Poréwnanie ekspresji mMRNA Clqgg¢dezy grupami wykazataze liczba kopii
MRNA C1q w leukocytach chorych na TZN p-Clq(+) bigtotnie wysza nk w
grupie K, ale nie wykazano istotnych statystyczréenic micdzy grum TZN p-
Clq(-) i K oraz chorymi z dodatnimi i ujemnymi pc surowicy (Ryc. 26). Nie

stwierdzono rénic w liczbie kopii mMRNA C1qg w nerkach pogdizy grupami.
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Ryc. 26 Ekspresja mRNA C1g-L w grupach TZN p-C1q(+), TEXC1q(-)
i K. ** p<0,01

Chorzy z grupy TZN p-Clqg(+) charakteryzowalig Sivyzsza punktacy
zarowno w skali SLEDAI-2K, jak i SLEDAI-N (p<0,01praz wyszym U
(p<0,05). Chorych z tej grupy cechowat zakkrotszy czas od momentu wykonania
biopsji nerki do pobrania krwi celem oznaczeniap€1lq (p<0,05). Z analizy
dodatkowych badabiochemicznych wynikatoziwykrywanie pc p-C1q w surowicy
wiazato st z tendeng do nizszego stzenia albumin (p=0,068), obminej liczby

RBC (p=0,062) oraz waszego s{zenia catkowitych 1gG (p=0,056) w surowicy.

4.11.2. Poréwnanie wybranych danych klinicznych idboratoryjnych pomiedzy
chorymi na PKZN z dodatnimi i ujemnymi pc p-C1q

Chorych na PKZN podzielono na 2 podgrupy: PKPNC1q(+), ktora
obejmowata 32 chorych oraz geuBPKZN p-C1q(-),ktora stanowito pozostatych 107
chorych z ujemnymi pc p-C1q w surowicy.

Nie stwierdzono istotnych statystyczniezm& w wystpowaniu NT,
niedokrwistdci, hipoalbuminemi, a tae E, Uy, Czy petnoobjawowego ZN ruzy
chorymi z dodatnimi i ujemnymi pc p-C1q. W obu gaap, z podobsn czstaicia
stwierdzano take obnizone st¢zenie sktadowych dopetniacza w surowicy. Natomiast
w surowicy chorych na PKZN p-C1q(+) znaczniesckej wykrywano KKI-C1q nk
w grupie PKZN p-C1q(-) (34,4% vs. 5,6%; p<0,0001).

Nie znaleziono istotnych #dic w stzeniu skladowych dopetniacza C1q,
C3 i C4 midzy grupami PKZN p-Clg(+) i PKZN p-C1q(-), chozisiezenie C3 w
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surowicy w obu grupach byto istotnie statystyczmesze nik u zdrowych
ochotnikow(Ryc. 27)

*kkk

Stezenie C3 w surowicy (g/L)
$r+SD

PKZN p-Clq(+) PKZN p-C1q(-) K

Ryc. 27. Porownaniesrednich stzen C3 w surowicy w grupach PKZN p-Clq(+),
PKZN p-C1q(-) i K.
** p<0,01, **** p<0,001

Nie wykazano rénic w ekspresji mMRNA C1g-L radzy chorymi na PKZN
z pc p-Clqg(+) i pc p-Clg(-). W grupie PKZN p-ClgEjwierdzono istotnie
statystycznie wisz liczbe kopii mMRNA Clq w leukocytach krwi w poréwnaniu z
grupa K (Ryc. 28A) Analiza ekspresji mMRNA Cl1q w nerkach wykazata asgg
tendeng} do nizszego poziomu transkrypcji w obu grupach chorychPK&ZN w

poréwnaniu z NK, niezalmie od wykrywania pc p-Clq w badanych surowicach
(Ryc. 28B)
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Ryc. 28 Ekspresja mRNA C1g-L (A) i C1g-N (B) w grupach BK p-C1q(+),
PKZN p-C1q(-) i K/NK. ** p<0,01, **** p<0,001

4.12. Poréwnanie wybranych danych klinicznych i labratoryjnych pomiedzy
chorymi z dodatnimi i ujemnymi pc p-dsDNA

W grupie TZN p-dsDNA(+), obejmujcej 48 chorych,istotnie czsciej
stwierdzano NT i E w porownaniu do grupy TANdsDNAC(-), ktdén stanowito
pozostatych 15 chorych. Natomiast nie wykazanotngth r&nic w CzStascCi
wystepowania biatkomoczu, w tym zespolu nerczycowegoardiennie cgsciej
(réwnoczeénie z pc p-dsDNA) stwierdzano obeétoKKI-C1lg w surowicy, a
stezenia sktadowych dopetniacza C3 i szczeg&n€4 byly obnkone. U chorych z
grupy TZN p-dsDNA(+) znacznie exiej stwierdzano aktywn postd TZN w
porownaniu z chorymi bez wykrywanych pc p-dsDNA wawicy (70,8% vs.
26,7%; p<0,01). Otrzymane wyniki przedstawiontaleli 15.

-85 -



Tabela 15. Dane kliniczne, biochemiczne i immunologiczne clbryna TZN z

wykrywanymi i ujemnymi pc p-dsDNA w surowicy

TZN p-dsDNA(+)

TZN p-dsDNA(-)

n=48 n=15 P
Zaburzenia neurologiczne 7 (14,6%) 2 (13,3%) 1,0000
Zapalenie naczy 1(2,1%) 0 1,0000
Zapalenie stawow 2 (4,2%) 0 1,0000
Zmiany skorne 9 (18,8%) 1 (6,7%) 0,4279
Owrzodzenia btoiluzowych 1(2,1%) 0 1,0000
Zapalenie bton surowiczych 3 (6,2%) 1 (6,7%) 0MO
Goraczka 5 (10,4%) 1 (6,7%) 1,0000
NT 28 (58,3%) 1 (6,7%) 0,0007
Leukopenia (WBC<3 004) 2 (4,2%) 1 (6,7%) 0,5645
Matoptytkowas¢ (PLT<100 0004l 5 (10,4%) 2 (13,3%) 0,6673
Niedokrwistg¢ (Hb< 12.0 g/dl) 21 (43,8%) 4 (26,7%) 0,3655
\Z’Yg‘ﬁiﬁg’mocz (erytrocytarne, 16 (33,3%) 4 (26,7%) 0,7566
E (bez ZUM lub kamicy) 30 (62,5%) 3 (20%) 0,0067
L (bez ZUM lub kamicy) 24 (50%) 4 (26,7%) 0,1434
Biatkomocz (>0.5 g/24h) 32 (66,7%) 10 (66,7%) 1000
ZN 15 (34,3%) 3 (20%) 0,5219
Obnizenie GFR
<60 ml/min/1,73m2 4 (8,3%) 3 (20%) 0,3423
W Ciagu ostatniego miegta
Dodatnie ANA 36 (75%) 7 (46,7%) 0,0573
Dodatnie pc p-dsDNA 44 (89,6%) 13 (86,7%) 0,6220
Dodatnie pc p-Ns 14 (29,2%) 3 (20,0%) 0,7400
Dodatnie pc p-C1q 36 (75,0%) 7 (46,7%) 0,0573
Dodatnie pc p-Ro (SS-A) 14 (29,2%) 5 (33,3%) 0,7566
Dodatnie pc p-La (SS-B) 5 (10,4%) 2 (13,3%) 0,6673
Dodatnie pc p-Sm 3 (6,3%) 2 (13,3%) 0,5848
Dodatnie pc p-RNP 6 (12,5%) 1(6,7%) 1,0000
t[))i(;?kal:tn;e pc p-rybosomalnemu 2 (4,2%) 1(6,7%) 0.5645
Dodatnie pc p-histonom 12 (25%) 2 (13,3%) 0,4862
Dodatnie pc p-PCNA 4 (8,3%) 0 0,5645
Dodatnie pc p-CENP B 0 1 (6,7%) 0,2381
Dodatnie pc p-AMA M2 2 (4,2%) 1 (6,7%) 1,0000
Dodatnie pc p-kardiolipinie 7 (14,6%) 0 0,1823
Dodatnie pc $2 glikoproteinie 1 6 (12,5%) 1 (6,7%) 1,0000
Dodatnie KKI-C1q 25 (52,1%) 3 (20%) 0,0385
Obnizone s¢zenie C3 w surowicy 37 (77,1%) 5 (33,3%) 0,0036
Obnizone s¢zenie C4 w surowicy 27 (56,3%) 1 (6,7%) 0,0008

Poréwnanie srednich s¢zenh badanych parametréw immunologicznych

wykazato znacznie wgze stzenia pc p-Clq (p<0,01), p-dsDNA (p<0,0001), KKI-
C1lq (p<0,005), a nsze sktadowych dopetniacza C3 (p<0,0005) i C4 @8%), w
grupie TZN p-dsDNA(+) mi TZN p-dsDNA(-). Obserwowano ta& wyzSza
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ekspresi mMRNA C1g-L (p<0,05). W ocenie aktywsm TZN wg skali SLEDAI-2K,
chorzy z dodatnimi pc p-dsDNA otrzymali wsza punktacg (p<0,05), bez istotnych
réznic w ocenie zagia nerek z #yciem skali SLEDAI-N. W grupie TZN p-
dsDNA(+) wykazano tendencpo wyzszych s¢zen IgG (p<0,05), a riszych stzen
albumin i liczby WBC we krwi (p<0,05 dla obu parandsv).

4.13. Poréwnanie wybranych danych klinicznych i labratoryjnych pomiedzy
chorymi ze stwierdzonym ZN i bez ZN

Wsréd chorych na TZN, u ktorych rozpoznano ZN stwzertb znacznie
czesciej takze inne objawy zafia nerek w przebiegu choroby, do ktérych nale:
E, L i waleczkomocz. Dlatego u >90% chorych z ZNepmznano aTZN. W
przypadku wysipowania ZN wykazano tak tendeng do czstszego
wystepowania matoptytkowsri. Czsciej tez wykrywano pc p-Clq i p-Ns oraz
stwierdzano oburbne s¢zenie C3 w surowicy. Jednadkednie s¢zenia pc p-Clq, p-
dsDNA, KKI-C1g czy sktadowych dopetniacza C1q, G34 nie rGnity sie micdzy
grupami z i bez ZN. Wysgpowanie ZN wazato s¢ w wyzsza punktacy zarowno w
skali SLEDAI-2K, jak i SLEDAI-N (p<0,0001). U chocy z ZN stwierdzono tale
wyzsze s¢zenia kreatyniny (p<0,01), azsize Hb (p<0,05). Poréwrug chorych z
ZN i bez ZN nie zaobserwowano zrdc w czstasci wykrywania obnionego
stezenia catkowitych 1gG w surowicy (38,9% vs. 31,1%Réwnoczénie,
podwyzszone sizenia IgG wykryto u 22,2% chorych z ZN i 11,1% bdy¢ goznica
nieistotna statystycznie). Wygptowanie ZN wiazato sg¢ czsciej z obnionym
stezeniem albumin i TP (p<0,0005), a ickesnia byly nksze w poréwnaniu do
grupy bez ZN (p<0,0001). Natomiastdnie stzenia catkowitych IgG nie tanity
si¢ migdzy grupami.

Poréwnanie  obrazu  klinicznego oraz  wybranych pateime
immunologicznych chorych na TZN ze stwierdzonym izdé¢z ZN przedstawiono w
tabeli 16.
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Tabela 16. Dane kliniczne, biochemiczne i immunologiczne cltbryna TZN ze
stwierdzonym zespotem nerczycowym i bez zespotazayeowego

TZN z ZN TZN bez ZN
n=18 n=45

Zaburzenia neurologiczne 5 (27,8%) 4 (8,9%) 0,1039
Zapalenie naczy 1 (5,6%) 0 0,6325
Zapalenie stawoéw 0 2 (4,4%) 1,0000
Zmiany skorne 2 (11,1%) 8 (17,8%) 0,7103
Owrzodzenia btogluzowych 0 1(2,2%) 1,0000
Zapalenie bton surowiczych 3 (16,7%) 1(2,2%) 0,0668
Goraczka 3 (16,7%) 3 (6,7%) 0,3408
Leukopenia (WBC<3 00Q) 0 3 (6,7%) 0,5513
Matoptytkowasé (PLT<100 0004l) 3 (16,7%) 0 0,0205
Niedokrwista¢ (Hb< 12.0 g/dl) 9 (50,0%) 16 (35,6%) 0,3938

Waleczkomocz (erytrocytarne, 15 (83,3%) 5(11,1%) <0,0001

Ziarniste)

E (bez ZUM lub kamicy) 14 (77,8%) 19 (42,2%) 0,0132
L (bez ZUM lub kamicy) 14 (77,8%) 14 (31,1%) 0,0016
Biatkomocz (>0.5 g/24h) 18 (100,0%) 24 (53,3%) 0,0002
Obnizenie GFR

<60 ml/min/1,73m2 4 (22,2%) 3 (6,7%) 0,0954

W Ciagu ostatniego miegta

Dodatnie ANA 18 (100,0%) 39 (86,7%)  0,1704

Dodatnie pc p-dsDNA 15 (83,3%) 33 (73,3%) 0,5219
Dodatnie pc p-Ns 11 (28,9%) 6 (13,3%) 0,0003
Dodatnie pc p-C1q 16 (88,9%) 27 (60,0%) 0,0357
Dodatnie pc p-Ro (SS-A) 5 (27,8%) 15 (33,3%) 0,7703
Dodatnie pc p-La (SS-B) 0 7 (15,6%) 0,1774
Dodatnie pc p-Sm 1 (5,6%) 4 (8,9%) 1,0000
Dodatnie pc p-RNP 3 (16,7%) 4 (8,9%) 0,3971
tl:))ig?kajn;e pc p-rybosomalnemu 2 (11,1%) 1(2,.2%) 01939
Dodatnie pc p-histonom 6 (33,3%) 8 (17,8%) 0,1966
Dodatnie pc p-PCNA 3 (16,7%) 1(2,2%) 0,0668
Dodatnie pc p-CENP B 1 (5,6%) 0 0,2857
Dodatnie pc p-AMA M2 2 (11,1%) 2 (4,4%) 0,5712
Dodatnie pc p-kardiolipinie 4 (22,2%) 3(6,7%) 0,0954
Dodatnie pc $2 glikoproteinie 1 1 (5,6%) 6 (13,3%) 0,6621
Dodatnie KKI-C1q 5 (27,8%) 23 (51,1%) 0,1596
Obnizone st¢zenie C3 w surowicy 16 (88,9%) 26 (57,8%) 0,0201
Obnizone s¢zenie C4 w surowicy 10 (55,6%) 18 (40,0%) 0,2789

W grupie chorych na PKZN z ZN stwierdzonogsizze wysfpowanie
niedokrwistdci (p<0,05) oraz obronego sfzenia catkowitych IgG (88,2% vs. 30%,
p<0,001), albumin i TP w surowicy (p<0,0001 dla pbNie wykazano natomiast
roznic w srednich s¢zeniach pc p-C1q i p-dsDNA rdzy grupami. Jedynie gtenia
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KKI-C1q byly znacznie risze w grupie chorych z ZNaiw surowicy chorych bez
ZN (p<0,0001).

4.14. Poréwnanie wybranych danych klinicznych i labratoryjnych pomiedzy
chorymi ze stwierdzory E i bez E

W grupie chorych na TZN, u ktérych wygpbwata E stwierdzono tak
znacznie cgstsze wysipowanie pozostatych objawow zeaja nerek, jak:
wateczkomoczu, L i ZN. Wszytkich chorych z E zatiop do grupy aTZN. Z
pozostatych objawéw pozanerkowych, u chorych z Miestizono czstsze
wystepowanie niedokrwiskei niz u tych bez E. Wyspowanie E wizalo s¢ z
czestszym wykrywaniem pc ANA, p-C1q i p-dsDNA oraz alimym stzeniem C3
W surowicy.

W grupie chorych z E zaobserwowano znaczniesas s¢zenia pc p-Clq
(p<0,0005), p-dsDNA (p<0,0001) orazzsze C3 (p<0,005) i C4 (p<0,05) w
surowicy. Wysgpowanie E wizalo s¢ w wyzszz punktacy zaréwno w skali
SLEDAI-2K, jak i SLEDAI-N (p<0,0001). Wykazano #eu nich nisze stzenia
albumin (p<0,001), Hb (p<0,01) oraz #syze miana ANA (p<0,05). Otrzymane
wyniki przedstawiono vtabeli 17.
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Tabela 17. Dane kliniczne, biochemiczne i immunologiczne clbryna TZN ze
stwierdzon erytrocytury i bez erytrocyturii

TZN z E TZN bez E p
n=33 n=30

Zaburzenia neurologiczne 6 (18,2%) 3 (10,0%) 0,4788
Zapalenie naczy 1 (3,0%) 0 1,0000
Zapalenie stawow 1 (3,0%) 1(3,3%) 1,0000
Zmiany skorne 5 (15,2%) 5 (16,7%) 1,0000
Owrzodzenia btoiluzowych 0 1 (3,3%) 0,4762
Zapalenie bton surowiczych 4 (12,1%) 0 0,1147
Goraczka 4 (12,1%) 2 (6,7%) 0,6740
Leukopenia (WBC<3 004) 2 (6,1%) 1(3,3%) 1,0000
Matoptytkowas¢ (PLT<100 0004l) 5 (15,2%) 2 (6,7%) 0,4295
Niedokrwistg¢ (Hb< 12.0 g/dl) 19 (57,6%) 6 (20,0%) 0,0042
\Z’Y;"ﬁi‘;fg’mocz (erytrocytarne, 19 (57,6%) 1(3.3%) <0,0001
L (bez ZUM lub kamicy) 24 (72,7%) 4 (13,3%) <0,0001
Biatkomocz (>0.5 g/24h) 29 (87,9%) 13 (43,3%) 0,0004
ZN 16 (48,5%) 2 (6,7%) 0,0002
Obnizenie GFR
<60 ml/min/1,73m2 5 (15,2%) 2 (6,7%) 0,4295
W Ciagu ostatniego miegia
Dodatnie ANA 33 (100,0%) 24 (80,0%) 0,0087
Dodatnie pc p-dsDNA 30 (90,9%) 18 (60,0%) 0,0067
Dodatnie pc p-Ns 10 (30,3%) 7 (23,3%) 0,5811
Dodatnie pc p-C1q 28 (84,8%) 15 (50,0%) 0,0060
Dodatnie pc p-Ro (SS-A) 9 (27,3%) 10 (33,3%) 0,7840
Dodatnie pc p-La (SS-B) 3 (9,1%) 4 (13,3%) 0,6997
Dodatnie pc p-Sm 1 (3,0%) 4 (13,3%) 0,1827
Dodatnie pc p-RNP 4 (12,1%) 3 (10,0%) 1,0000
ll:))ig?kaltjtn;e pc p-rybosomalnemu 1 (3.0%) 2 (6,7%) 0.6011
Dodatnie pc p-histonom 9 (27,3%) 5 (16,7%) 0,3735
Dodatnie pc p-PCNA 4 (12,1%) 0 0,1147
Dodatnie pc p-CENP B 1 (3,0%) 0 1,0000
Dodatnie pc p-AMA M2 3 (9,1%) 1 (3,3%) 0,6144
Dodatnie pc p-kardiolipinie 6 (18,2%) 1(3,3%) 0,1069
Dodatnie pc B2 glikoproteinie 1 3 (9,1%) 4 (13,3%) 0,6997
Dodatnie KKI-C1q 16 (48,5%) 12 (40,0%) 0,6134
Obnizone stzenie C3 w surowicy 27 (81,8%) 15 (50,0%) 0,0150
Obnizone s¢zenie C4 w surowicy 10 (30,3%) 10 (33,3%) 1,0000

W grupie chorych na PKZN wygiowanie E w4zalo sg¢ z czstszym
wykrywaniem obnionego s{zenia catkowitych IgG (p<0,05) i istotnie statystyiz
wyzszymi stzeniami KKI-C1q (p<0,05).
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4.15. Badanie wzajemnych korelacji ngdzy wybranymi parametrami

immunologicznymi, klinicznymi i biochemicznymi

4.15.1. Badanie wzajemnych korelacji mdzy wybranymi parametrami
immunologicznymi, klinicznymi i biochemicznymi u clhorych na TZN
4.15.1.1. Badanie wzajemnych korelacji redzy wybranymi parametrami
immunologicznymi, klinicznymi i biochemicznymi u clhorych na aTZN
i naTZN
W grupie chorych na aTZN wykazano istotne statyste
dodatnie korelacje railzy stzeniem pc p-Clq i p-dsDNAraz pc p-Clq i
catkowitych 1gG w surowicyRyc. 29A,B) U chorych z wysokimi gkeniami pc
p-Clq wykazano réwnietendengi do nizsszych sgzen albumin w surowicy,
chocia stwierdzona korelacja byla jedynie bliska istdtiostatystycznej (r=-
0,31; p=0,057).
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Ryc. 29.Korelacje m¢dzy stzeniami pc p-C1q i p-dsDNA (A) oraz pc p-C1q i
catkowitych 1gG (B) w surowicy chorych na aTZN.
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Skzenie pc p-dsDNA korelowato dodatnio zezstniem catkowitych IgG
(r=0,51; p=0,001) i ujemnie zee¢geniem skiadowych dopetniacza C3 (r=-0,4;
p<0,05) i C4 (r=-0,36; p<0,05) w surowicy, czege miykazano w przypadku pc p-
Clq. Stzenia pc p-dsDNA korelowaty ujemnie z liecghVBC we krwi chorych na
aTZN (r=-0,33; p<0,05). Ujemn korelacg zaobserwowano réwnie micdzy
stezeniem C3 i IgG w surowicy (r=-0,36; p<0,05), a dimtamicdzy stzeniem C3 i
C4 (r=0,48; p<0,005). Nie stwierdzono korelacjiedry stzeniem zadnych z
badanych pc, KKI-Clg czy sktadowych dopetniacza kdyvenoscia choroby
ocenianej zaréwno w skali SLEDAI-2K, jak i SLEDAI-N

Wsrod chorych na naTZN, nie obserwowano istotnychelemji miedzy
stezeniem pc p-Clqg i pozostatymi badanymi parametramimuinologicznymi.
Natomiast podobnie jak w grupie aTZN, dodatkbrelacg stwierdzono nydzy
stezeniami C3 i C4 w surowicy (r=0,76; p<0,0001).

4.15.1.2. Badanie wzajemnych korelacji redzy wybranymi parametrami
immunologicznymi, klinicznymi i biochemicznymi u clorych na TZN p-
Clq(+) i TZN p-C1q(-)

Analiza chorych na TZN p-Clg(+) wykazata dodatk@elacje mgdzy
stezeniem pc p-Clq i p-dsDNA, KKI-C1q oraz IgG w surowi(Ryc. 30A,B,C)
Poza tym zaobserwowano ujemne Kkorelacjegday stzeniami pc p-Clq i
hemoglobiny (r=-0,35; p<0,05) i aloumin (r=-0,3%0705) w surowicy.
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Ryc. 30.Korelacje mgdzy stzeniami pc p-C1q i p-dsDNA (A), pc p-C1q i KKI-
C1q (B) oraz pc p-C1q i catkowitych IgG (C) w suroywchorych na TZN p-C1q(+).

W grupie TZN p-C1q(+) wykazano dodatnie korelatjedzy aktywndcia
choroby ocenianej wg skali SLEDAI-2K as¢niem pc p-dsDNA (r=0,32; p<0,05),
KKI-C1q (r=0,4; p<0,01) i ujemmw stosunku do C3 (r=-0,5; p<0,001). Poza tym,
wykazano dodatnie korelacje ¢dizy stzeniem pc p-dsDNA i KKI-C1q (r=0,59;
p<0,0001), IgG (r=0,54; p<0,0005), a ujermC3 (r=-0,54; p<0,0005). Gtenie C3
korelowato ujemnie ze gteniem KKI-C1q (r=-0,5; p<0,001) i IgG (r=-0,39; p96)
oraz dodatnio z C4 (r=0,42; p<0,005) w surowicy. SfKie stzenia pc p-dsDNA
byly zwiazane z obriona liczba WBC (r=-0,33; p<0,05) i niskim poziomem
albumin (r=-0,43; p<0,005) w surowicy chorych. Ujgrkorelacg zaobserwowano
migdzy stzeniem KKI-C1q a liczh WBC (r=-0,52; p<0,0005) i RBC (r=-0,31;
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p<0,05) we krwi badanych. Wykazano 1ekkorelacje nidzy stzeniami C3 a
albumin (r=0,49; p<0,001) i licabRBC (r=0,49, p=0,001).

4.15.2. Badanie wzajemnych korelacji mdzy wybranymi parametrami

immunologicznymi, klinicznymi i biochemicznymi u clorych na PKZN

4.15.2.1. Badanie wzajemnych korelacji medzy wybranymi parametrami
immunologicznymi, Kklinicznymi i biochemicznymi u clorych na

PKZN-R i PKZN-NR

W grupie PKZN-R wykazano dodatnie korelacjectizy stzeniami pc p-
Clq i KKI-C1qg (r=0,49; p<0,0001), pc p-Clq i catkbyeh 1gG (r=0,28; p<0,005)
oraz ujemne medzy pc p-Clq i C3 (r=-0,23; p<0,05) oraz pc p-C1@di (r=-0,25;
p<0,05). Stwierdzono tendepcpo wystpowania wyszych stzen pc p-Clg w
surowicy badanych, u ktorych czas jaki uplymiedzy wykonaniem badania a
biopsp nerki byt krétszy (r=-0,49; p<0,05). Poza tym wygkao ujemne korelacje
miedzy stzeniem KKI-C1q i C3 (r=-0,39; p<0,0001) oraz KKI-Clliczba RBC we
krwi (r=-0,27; p<0,05). Chorzy z niskim C3 w surawi charakteryzowali si
nizszym GFR (r=0,27; p<0,01). Stwierdzono#alkkorelact migdzy stzeniami Clq
i catkowitych 1gG (r=-0,26; p<0,01) w surowicy. Rozym wykazano ujenan
znamienng korelac migdzy stzeniem catkowitych 19G w surowicy aghd: (r=-0,53,
p<0,0001).

W MesPGN, sfzenie pc p-Clg korelowato zeggéniem KKI-C1q (r=0,5;
p<0,0001), catkowitych IgG (r=0,28; p<0,01), C3-0;26; p<0,05) i C4 (r=-0,28,
p<0,01), a w grupie z MPGN stwierdzono zale¢ miedzy pc p-Clg i KKI-C1q
(r=0,94; p<0,005). W obu grupach stwierdzono ujgrkorelac§ migdzy stzeniem
catkowitych IgG w surowicy a pdt (r=-0,49, p<0,0001 w MesPGN i r=-0,54,
p<0,005 w MPGN).

W PKZN-NR, stzenie KKI-C1qg korelowato z eksprasmmRNA C1g-L
(r=0,47; p<0,05).

W grupie chorych na IMGN stwierdzono ujemkorelacg migedzy stze-
niami KKI-C1q i C3 w surowicy (r=-0,47; p<0,05).
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4.15.2.2. Badanie wzajemnych korelacji mdzy wybranymi parametrami
immunologicznymi, klinicznymi i biochemicznymi u clorych na PKZN
p-C1q(+) i PKZN p-C1q(-)

U chorych na PKZN p-C1q(+) stwierdzong stzenie pc p-Clq koreluje
tylko ze stzeniem catkowitych IgG w surowicy (r=0,56; p<0,00Zaobserwowano
takze ujemn korelacg migdzy stzeniami KKI-C1q i C3 (r=-0,53; p<0,005) w suro-
wicy.

W grupie PKZN p-C1q(-) nie wykazano istotnych ss&ygznie korelacji

migdzy badanymi markerami immunologicznymi.
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5. OMOWIENIE | DYSKUSJA

5.1. Analiza wysgpowania pc p-C1q i innych markerow immunologicznych
W surowicy

Wyniki bada wtasnych wykazaly znaczniegstsze wysipowaniepc p-C1lq
w surowicy chorych na TZN (68,1%)mina PKZN (23%) i u ZO (10,5%). Rowrie
stezenia tych pc byly znacznie wsze w grupie TZN i PKZN i K. Uzyskane
wyniki sa zgodne z dotychczas przeprowadzonymi badaniankitonych pc p-Clq
stwierdzano u 21-62% chorych na TRU, a nawet do¥d @@ przypadkéw TRU
przebiegacego z zajciem nerek [85,89,94,100-110,118,119,123,147,13&]ynie
Julkunen i wsp. porowngg 2 testy ELISA wykrywajce pc p-Clg w surowicy,
zaobserwowat rzadsze wygpbwanie tych pc zaréwno w ogolnej populacji chorych
na TRU (17% i 18%), jak i w przypadku TZN (40% %% Warto jednak
podkreli¢, ze ze wzgidu na wysok czestas¢ wykrywania pc p-Clq wod ZO
(23,5%-37,8%) w przypadku zastosowania zakresu rsugerowanych przez fign
powyzsi badacze przyji znacznie wysze punkty odecia dla obu testow. Mogto to
stanow¢ gtowma przyczyre uzyskania przez nich odmiennych wynikow [143].
Zgodnie z dotychczasowymi doniesieniamiestpé¢ wykrywania pc p-Clg w
surowicy oséb zdrowych miei sic w zakresie od 0% (gtéwnie u dzieci) do 18% (w
osmej dekadziezycie), co potwierdzono tak w obecnej pracy [84,96-
99,107,108,118,149].

W badaniach wiasnych nie wykrywano pc p-C1q w gupVvV, zaréwno
p-ANCA (+), jak i p-cANCA (+). Mogto to by spowodowane niewiedkliczba
chorych obgtych badaniem i/lub wygpowaniem u tych chorych gtéwnie pc p-Clq
klasy IgA na co wskazywat Siegert i wsp. [91]. Wugie PKZN, pc p-Clq
wystepowaty wprawdzie statystycznie gziej niz wsrod ZO, lecz nie wykazano
istotnych ré@nic migdzy poszczegdlnymi typami morfologicznymi PKZN. Tak
same obserwacje poczyniono anakzugrednie stzenia tych pc w surowicy.
Przeciwciata przeciw C1q wykrywano dotychczas zngéczestascia wsrdéd chorych
na PKZN. Jednak, tylko w pojedynczych badaniactowaywano ich wykrywanie
w poszczegodlnych typach PKZN. Siegert i wsp. baharych na MPGN, IMGN,
MCD, FSGS, IgA-GN oraz EXGN z pc p-GBM, jednak &bna¢ poszczegolnych
grup byta bardzo mata (od 3 do 8 chorych) [83]. Béanej pracy badaniem ey
107 chorych na PKZN-R i 32 na PKZN-NR, co gzkgza wiarygodng
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otrzymanych wynikow. Przy poréwnaniu wynikow badatasnych z dogpnymi w
literaturze mana stwierdzi, ze wyniki bada wilasnych wykazaly rzadsz
wykrywanolnag¢ pc p-C1lg w MPGN, natomiast w IMGN gstaé¢ ta byta zbliona
do stwierdzanej przez innych badaczy [83,92,111,1S12ife i wsp. wykrywali pc p-
C1q u 54% chorych na MPGN, zwtaszcza typu | (73%)JL]. W tej grupie chorych
dominupcymi byty pc w klasie 1gG3 [92]. W od#dieniu od innych autoréw, w
obecnym badaniu pc p-C1q nie wykrywano u choryclr8&S [83]. Nalgy jednak
podkrgli¢, ze grupa obejmowata tylko 6 chorych, dlatego neelnie jest
zwigkszenie liczebniwi grupy celem weryfikacji otrzymanych wynikéw. W
przypadku MesPGN, pc p-Clg wykrywano u 22,4%, aglydniapc wylacznie
chorych z IgA-GN, u 27,8%. Jednak w przypadku ostgio rozpoznania wyniki
dotychczasowych badawskazuj, ze podobnie jak w SVV, w surowicy chorych
dominup pc klasy IgA, a ogstasé wystepowania pc w klasie IgG okilano na 3%
[83,112]. Z tego powodu otrzymane wyniki mogic rozni¢ od uzyskanych przez
Siegerta i wsp.

W odr&@nieniu od PKZN, w ktérych zwrzek medzy wykrywaniem pc p-
Clg w surowicy a uszkodzeniemehtszkéw nerkowych wydaje esinadal mato
poznany, znacznie weej dotychczasowych baf@ladotyczyto roli tych pc w
patogenezie TRU. Wyniki ostatnich badaugeruj uzytecznd¢ oznaczania pc p-
C1g w surowicy zwlaszcza w ocenie ryzyka rozwojNT& przebiegu TRU. Marto
i wsp. zaobserwowali rozwdj TZN (we wszystkich pragkach ze zmianami
proliferacyjnymi) w cagu 2 do 12 miescy (Srednio 9 miesicy) u 27,3% chorych na
TRU, u ktorych podczas pierwszego badania wykrgt@4C1q w surowicy pomimo
braku objawow zaria nerek. Nalgy podkréli¢, ze uzadnego chorego z ujemnymi
pc W surowicy w momencie rozpagia badania nie zaobserwowawano objawéw
TZN podczas kolejnych miegly obserwacji [110]. \Wéd chorych na TRU
przebiegacego z zajciem nerek wykazano egtsze wysipowanie pc p-Clg w
surowicy, a ich sgzenia byty znacznie wasze nk w grupie chorych bez objawow
TZN [105,107,119,123,153]. Czdlo pc p-C1lg w diagnozowaniu TZN (zwtaszcza
aTZN ze zmianami proliferacyjnymi) oldlana jest na 44-100%, a specyficzhoa
70-92%. Podkrda sk wysokas NPV skgajaca 81-100% i duo stabsz PPV (19-
68%) [89,102,105,108-110,142]. Moura i wsp. sugeug ze wzgtdu na niewielkie
prawdopodobigstwo wystpowania TZN w przypadku ujemnych pc p-Clg w

surowicy, ich rutynowe oznaczanie mogtoby zmniejskys¢ wykonywach biopsji u
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chorych na TRU [106]. Coremans i wsp. sugengwet,ze pc p-Clqg, w odedieniu
od powszechnie stosowanych pc p-dsDNA, pozwatafznicowa zblizajace se
zaostrzenie z zegiem nerek od nawrotu przebieg@@go wyhcznie z objawami
pozanerkowymi [137]. Nieco odmienne wyniki otrzymé&hang i wsp. oraz Oelzner
I wsp. Obydwie grupy badaczy nie zaobserwowaltytmstch zaleénosci migdzy
wykrywaniem pc p-Clg w surowicy chorych na TRU aswpgieniem TZN w
przebiegu choroby [102,147]. Wedlug Zhanga i wsp.diagnostyce TZN istotn
role odgrywa nie tyle stwierdzenie dodatnich pc p-Clgwowicy, ale okrdenie
ich stzenia. Dopiero znacznie podwszone wartéci pc p-Clqg sugerdjrozwoj
TZN [147]. W obecnej pracy, ze wzglu na brak grupy kontrolnej w postaci
chorych na TRU bez zgjia nerek, nie bylo midiwe ustosunkowanie sido
omowionych powyej poghdow dotycacych roli pc p-C1g w rinicowaniu chorych
na TRU z TZN i bez TZN. Jednak wykrycie tych pc wavicy u 68,3% chorych z
potwierdzonym TZN sugeruje,e ich pojawienie gi wydaje s¢ by¢ istotnym dla
wystapienia TZN w przebiegu TRU.

W powyzszym kontekcie, wyniki bada wlasnych wykazaty najwksz
czestas¢ wykrywania (81,6%) oraz najvgze stzenia pc p-Clq wod chorych na
aTZN. Istotne statystycznie mdice stwierdzono zwlaszcza ¢dey aTZN i K, ale
takze midzy aTZN i naTZN. Podobnie jak wielu innych badaczip oceny
aktywnaici TZN wzyto skali SLEDAI-2K uwzgtdniajacej kryteria immunologiczne
oraz objawy zajcia nerek i objawy pozanerkowe [88,102,105,118,119]
Dodatkowym kryterium stworzonym na potrzeby obeanbgdania byta punktacja
uzyskana w skali SLEDAI-N, w ktorej ocenianio wgtnie aktywn&¢ procesu
chorobowego w nerkach, a nie w innych ndech zajtych w przebiegu TRU. W
ocenie aktywnéci TRU wywanych jest kilka skal (SLEDAI, SLAM, ECLAM),
ktore ocenigj jednak gtownie aktywn@ ogolm TRU, natomiast nie okéija
nasilenia zmian chorobowych w poszczegdélnych guireh. Brak jednoznacznej
definicji aTZN stanowi istotny problemem w przypadkorownywania wynikow
dotychczas przeprowadzonych badamoze by przyczym istnienia rozbienosci
migdzy nimi [151]. Niektorzy badacze w ocenie akty@éeioTZN uwzgkdniaja
dodatkowo zmiany histopatologiczne, inni opiersi wytacznie na wynikach bada
biochemicznych [104,107,110,119,151,152,154]. Rteyw badaniach wiasnych
kryteria oceny aktywniei TZN wydap si¢ by¢ wiasciwe, poniewa niemal wszyscy

chorzy z E i ZN zostali zakwalifikowani do grupyad ZN. Istotnie statystycznie
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czesciej stwierdzano tate w tej grupie wyspowanie wateczkomoczu oraz
leukocyturii oraz pogorszenia funkcji nerek w okeesostatniego miesta
obserwacji. Spadd objawow pozanerkowych aTZN towarzyszyty Zakobjawy
neurologiczne i hematologiczne. €Seiej tez stwierdzano w tej podgrupie
podwyzszone miano ANA. Warto podkiec, ze z wynikoéw bada wtasnych wynika,
ze autoprzeciwciata oznaczane standardowo w tzwelpaBNA wydap sie miel
mniejsze znaczenie wadicowaniu chorych z aTZN i naTZN [108].

Pomimo,ze w aTZN nie stwierdzono korelacji edizy stzeniem pc p-Clq
w surowicy a punktagj w skali SLEDAI-2K i SLEDAI-N, to jednak wyniki
wieloczynnikowej wstecznej analizy logistycznej \aylaty najwgksze znaczenie
wystepowania pc p-Clq oraz olimonego sizenia C3 w surowicy w ocenie
aktywnaici TRU, jak i TZN, czego kliniczonprezentag byto wystpowanie E. Ral
pc p-Clqg w ocenie aktywdo TZN podkrélaja takze inni badacze
[102,109,110,142,154]. Akhter i wsp., porowaupzstas¢ wykrywania pc p-C1q i
p-dsDNA oraz obriionego C3, C4 w surowicy, wykazali przewamyznaczania pc p-
C1q nad innymi markerami serologicznymi, zarownoagnie aktywngéci TZN, jak
i 0ogl6lnej aktywnéci TRU [15]. Natomiast Katsumata i wsp. wykazaliigzek
miedzy obecnécia pc p-C1qg w surowicy i ogoinaktywndcia TRU, ale (przeciwnie
do innych badaczy) nie zaobserwowali korelacji akoscia TZN [118]. Jednak,
sparod 126 chorych na TRU aftych tym badaniem, TZN rozpoznano tylko u 21
chorych, co mogto miéewptyw na uzyskane wyniki.

Przy analizie bada poréwnujcych wartd¢ predykcyjm markeréw
serologicznych, takich jak wykrywane pc p-Clq, pN#\ oraz obnionych s¢zen
sktadowych dopetniacza C1qg, C3 i C4 w diagnozowargaenie aktywngci TZN,
naleey zauway¢, ze w przypadkuzadnego z nich nie wykazano odpowiednio
wysokiej swoistéci dla TZN, a w szczegélsoi bardzo niska byla PPV tych
parametrow oznacznych samodzielnie [88,102-105]1522155,156]. Wyniki bada
wiasnych wydaj si¢ to potwierdza. Najwicksza swoist@¢ dla WKZN, zwlaszcza
dla TRU wykazywaty pc p-dsDNA. Warto tutaj pod#ré, ze do bada uzyto testu
ELISA |l generacji, w ktorym dwuniciowe DNA tworky kompleks z
nukleosomami. Takie patzenie ma na celu elimingcpiespecyficznych reakcji z
surowicami chorych na sklerodegmktore stwierdzano w testachzszej generacii,
gdy wywano siarczanu protaminy jakecknika mgdzy dsDNA a mikroptyth. W
obecnym badaniu pc p-dsDNA nie byly wykrywane wpiguPKZN i wéréd ZO, co
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sugeruje aytecznadé¢ zastosowanego testu wzrécowaniu chorych na TZN i PKZN.
Jednak pc p-dsDNA wygbowaty zarébwno w aTZN, jak i naTZN, a ichnednie
stezenia nie ranity si¢ migdzy tymi grupami. Wykrywanie pc p-dsDNA w surowicy
wigzato s¢ wprawdzie z wyszs punktacp w skali SLEDAI-2K i wyszymi
stezeniami badanych pc, KKI oraz aszymi stzeniami C3 i C4, lecz z objawow
nerkowych czsciej wystpowata tylko E. Jednak, w wieloczynnikowej wstegzne
analizie logistycznej zammos¢ migdzy wystpowaniem pc p-dsDNA i pojawieniem
sic E nie osigneta poziomu istotnéci statystycznej. Ponadto nie stwierdzono
zwiazku migdzy wykrywaniem pc p-dsDNA i wygbowaniem ZN, jak rownie
aktywnaicia TRU ocenian w skali SLEDAI-2K. Tq ostatng korelacg stwierdzono
w przypadku pc p-Clg. Poza tym, zaobserwowano zawOwickszy czestasé
wykrywania, jak i istotne statystyczniezroce w srednich stzeniach pc p-Clq
migdzy chorymi na aTZN i naTZN. Podobne obserwacjezpoiono w odniesieniu
do KKI-C1q. Jednak obydwa parametry wykazywaty rjazeswoisté¢ dla TRU w
poréwnaniu z pc p-dsDNA. Wykrywano je fakw surowicy chorych na PKZN i w
grupie K.

Wyniki bada wiasnych wykazaty bardzo szeroki zakres norm
okredlajacych stzenie Clg zaréwno w surowicy ZO, jak i chorych naZRKi
WKZN, a stzenia Clq poriiej dolnej granicy wykrywalnai dla wytego testu
stwierdzono wycznie u 3 chorych na KZN. Natomiast Trendelenburgsp.
wykazali obnkone s¢zenia C1q a u 42% chorych na TZN [154]. Stwierdzili oni
takze ujemmn korelacg migdzy stzeniem C1q i pc p-C1lg w surowicy, podobnie jak
Horak i wsp. oraz Katsumata i wsp. [118,150,154kin@arsson i wsp. wykazali
wysoka wartas¢ predykcyjra obnizonego sizenia Clq (zwlaszcza w pmizeniu z
albuminura) w przewidywaniu wyniku histopatologicznego biapserki wsrod
chorych na TZN. Utrzymuage st niskie stzenia Clg, zarbwno w momencie
wykonywania pierwszej diagnostycznej biopsji nejék i kolejnej (po zakaczeniu
leczenia), wskazywato na obesétioaktywnych zmian proliferacyjnych i brak
odpowiedzi na zastosowane leczenie [157]. W badhmetasnych nie wykazano
zwiazku mkdzy stzeniem Clg w surowicy a aktywfma TZN. Co wkcej, nie
zaobserwowano pic w srednich s¢zeniach mgdzy chorymi na PKZN, TZN, SVV
oraz grup K. Nie obserwowano tak korelacji m¢dzy stzeniami pc p-Clq, p-
dsDNA, KKI-Clqg, a take C3, C4 i sizeniem Clq wzadnej z badanych grup.
Wicksz swoist@é¢ dla TZN wykazano w przypadku olinnych s¢zen skiadowych
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C3 i C4 w surowicy. Dotyczyto to zwtaszcza wykrywenbnizonego stzenia C4 w
surowicy, ktore stwierdzano niemal wgknie wsrod chorych na TZN, zwlaszcza z
aktywnym procesem chorobowym. Jeddeddnie s¢zenia C4 nie rénity sig istotnie
migdzy grupami aTZN i naTZN. Natomiast w odniesienio €3, istotne
statystycznie rinice wykazano zaréwno, co do estici wyskpowania jego
obnizonego sizenia, jak isrednich sgzen miedzy aTZN i naTZN. Jednakcgenie
C3 pontzej dolnej granicy normy stwierdzano #&ku 13,8% chorych na PKZN,
gtéwnie z MPGN, co sugeruje zaaugwanie alternatywnej drogi aktywacji UD w
rozwoj tej postaci PKZN [13,55].

Wyniki badan wilasnych wskazgj na dua przydatnéé jednoczesnego
oznaczania pc p-Clq i p-dsDNA w surowicy w ocenlgywanosci TZN, co
koresponduje z wynikami uzyskanymi ta@kprzez innych badaczy [102,104,156].
Uzyskane wyniki sugeraj ze réwnoczesny brak obu pc w surowicy wyklucza
obecnd¢ aTZN, natomiast wykrywanie obu pc w surowicy wskazna wysokie
ryzyko rozwoju aTZN. Podobnie, stwierdzenie dodainpc p-Clqg i KKI-Clq
wskazuje na aktywny proces chorobowy. Julkunenp.vzsaobserwowali natomiast,
ze pomimo stwierdzenia aTZNz a1 15% chorych nie wykrywano pc p-C1qg ani p-
dsDNA w surowicy. Powssi badacze sugerujduza wartags¢ jednoczesnego
oznaczania stenia pc p-Clq i skladowych C3 i C4 w monitorowaakiywnaci
TZN [142]. Wyniki te g spoOjne z uzyskanymi w obecnej pracy, gdywierdzenie
ujemnych pc p-Clq i rownocagie prawidtowego stenia obu sktadowych UD w
surowicy praktycznie wykluczato obecidaaTZN.

Poza przydatrimia pc p-Clg w diagnostyce i ocenie aktywoioTZN,
dyskutowana jest ich rola w przewidywaniu zaostra&N. Dotyczy to gtownie
przypadkow ze zmianami proliferacyjnymi i bez tommzicego wtérnego zespotu
antyfosfolipidowego [155]. Fang i wsp. pc p-C1q wykali czesciej w surowicy
chorych ze zmianami proliferacyjnymi wekiuszkach nerkowych hiw pozostatych
klasach TZN. Wysfpowanie pc p-C1lqg wrato s¢ z wyzszym indeksem aktywnroi
I nizszym indeksem przewleldo [119]. Jednoczmie, czsciej stwierdzano w tej
grupie chorych nasilenproliferacg komorek kébuszka, wysipowanie produktéw
rozpadu gder komérkowychmartwicy witdkienkowatej i naciekoéw leukocytarnych,
co korespondowato ze zmianami stwierdzanymi w matel zwierzcych po
podaniu myszom pc p-Clq [124,126]. Podobne zmianyobwbie ludzkich

kiecbuszkédw nerkowych, zwkane z wyspowaniem pc p-Clg w surowicy,
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stwierdzit Cai i wsp. Najwysze stzenia pc wykazano w surowicy chorych z IV
klasas TZN [107]. Poza tym, pc p-C1q w klasie IgG1l i IgG®vierdzano znacznie
czesciej w przypadku klasy IV-G @ilV-S TZN [158]. Jednake, istnieg rowniez
liczne doniesienia, w ktorych nie wykazanani@ w czstasci wysipowania pc p-
C1qg mkdzy proliferacyjnymi i nieproliferacyjnymi klasariZN [102,110,123,153].
Rowniez wyniki bada wlasnych wskazgjna brak ranic w czstasci wyskpowania

i $rednich sgzeniach pc p-Clqg zaréwno @lzy proliferacyjnymi i
nieproliferacyjnymi formami PKZN, jak i poszczeggimi klasami TZN.

Istotnym problemem w poréwnywaniu dotychczas prae@dzonych
bada dotyczicych wykrywania pc p-C1q w surowicy jest stosowaignych metod
ich oznaczania i punktow odcia wyznaczonych przez poszczegolnych badaczy.
Dlatego podkrda sk przewag oceny sizenia pc p-Clg w surowicy nad
okreslaniem ilagsci wynikébw dodatnich dla zastosowanego testu. Zhangsp.
wykazali bardzo wysak specyficzné¢ (97,56%) oraz PPV (87,50%) pc p-Clq dla
TZN, jednalke dopiero gdy jako punkt odgia zastosowano walc 4-krotnie
przekraczajce oryginalnie proponowane przez producenta. Wgsekrzenia pc p-
Clg w surowicy chorych wraly st ze znacza hipokomplementemj wyzsz
punktach w skali SLEDAI, a przede wszystkim gstszym wysipowaniem
biatkomoczu i E [147].

Wyniki ostatnich bad@a wskazuy na istotm przewag monitorowania
stezen pc p-Clg nad pojedynczym ich oznaczeniem w sumpwiézrost stzenia pc
p-Clq mae wyprzedzé o 2-6 miesicy zaostrzenie TZN [84,110,137,156]. Matrat |
wsp. zaobserwowali stopniowy wzrostzgh zarowno pc p-Clqg, jak i p-dsDNA
przed zaostrzeniem TZN, a ngstie ich spadek po wdzeniu leczenia. Jednak
objawy kliniczne TZN byly wcz@iej zauwaalne w przypadku monitorowania
stezen pc p-Clg ni p-dsDNA [15]. Coremans i wsp. stwierdzilie zmiany w
stezeniach pc p-Clg wyprzedzaty zaostrzenie TRU przglpee z zajciem nerek,
natomiast wzrost sten pc p-dsDNA zapowiadat zaostrzenie TRU niezaie od
tego czy towarzyszyly mu objawy ze strony nerek tezynie [137]. Monitorowanie
zmian w s¢zeniu pc p-C1lg u poszczegoélnych chorych wydagetei przydatne w
ocenie skuteczrioi zastosowanego leczenia. Zaobserwowanozabie s¢ Stzen
pc p-C1lg w surowicy po wd#eniu leczenia immunosupresyjnego. Warto jednak
podkreli¢, ze u wikszaci chorych (od 47% do 67%)¢genia pc p-Clgq nadal
przekraczaty gérn granie¢ normy [105,106,119,154]. Poza tym, czas po ktorym
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nastpowato istotne obaenie s¢ stzen pc p-Clg w surowicy byt gdy (od 0,7
mieshca do 15 miegcy). Cai i wsp. sugersj iz utrzymupce se stale podwyszone
stezenia pc w surowicy, szczegélnie 3 mies od wdraenia terapii
immunosupresyjnej, magsugerowéa opornéé na leczenie i wskazajna gorsze
rokowanie co do uzyskania remisji TZN [107]. Cielkawpostrzeenia poczynili
takze Fang i wsp., ktérzy obserwowali obainie s¢ stezen pc p-Clqg po leczeniu,
jednak tylko u 52,94% stwierdzono konwersyyniku dodatniego na ujemny.
Dotyczyto to 100% chorych, u ktérych wykrywane paleraly do klasy 1gG3, a
tylko 53,85% w klasie 1gG2 [119]. W obecnej pracykenywano jednorazowe
oznaczenie sten pc p-Clg w surowicy chorych na PKZN i WKZN, pozant
obydwie grupy chorych nie byly jednorodne. W iclaskwchodzili chorzy zarowno
z nowo postawiom diagnoza KZN, jak i znaczna ¢g¢ o0sOb z wieloletnim
wywiadem chorobowym, tdiorodnym leczeniem w przesgéd i przyjmujacy
glikokortykosteroidy doustnie w trakcie wykonywahybada. W zwiazku z tym,
niemazliwym byto wyciagnigcie w obecnej pracy wnioskow co dayteczngci pc
p-C1q jako markera odpowiedzi na leczenie TZN.

Wyniki bada wiasnych wskazyjna zwazek medzy wykrywaniem pc p-
C1q w surowicy a wygpowaniem objawéw klinicznych aTZN, do ktérych nald&
i ZN. U chorych z dodatnimi pc p-Clqg stwierdzanozsg aktywna¢ choroby,
zarowno ocenianej w skali SLEDAI-2K, jak i SLEDAI-I€zs$ciej wykrywano te u
nich pc p-dsDNA oraz zaobserwowanaszie s¢zenia skladowych dopetniacza C1q,
C3 i C4. Moura i wsp. obserwowali ¢tsze wysfpowanie biatkomoczu oraz
hipokomplementemii wéd chorych z wykrywanymi pc p-C1g w surowicy fiez
obecndci tych pc [148]. Take Zhang i wsp. zaobserwowali zwek mkdzy
wykrywaniem pc p-C1lg w surowicy i biatkomoczem otapokompelmentemii
czgstszym wysgpowaniem pc p-Sm i p-Ns [147]. Tej ostatniej zal®ci nie
stwierdzono w badaniach wtasnych. Wykazanoaeafhie r@&nice w wysgpowaniu
podwyzszonego miana ANA, ale nie innych pc skierowanychzegw
poszczegolnym antygenomdyowym i cytoplazmatycznym. Jednak, w przypadku
powyzszych bada wyniki dotyczyly chorych z TRU niezateie od wys¢powania
objawéw zacie nerek w przebiegu choroby, a w badaniach wigsmyue badan
stanowili wyhkcznie chorzy z TZN. Porownania 150 chorych z potsidenym
biopsyjnie TZN, w zalenosci od wykrywania pc p-C1q w surowicydlz braku tych
pc, dokonat Fang i wsp. W grupie chorych na TZN I@) stwierdzano nsze
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stezenia C3, C4 oraz Hb i wgz punktacg w skali SLEDAI. Podobnie, jak w
obecnej pracy, nie zaobserwowanaznié w czstasci wyskpownia objawow
pozanerkowych [119].

Wyniki bada wtasnych wykazatyze wykrywanie pc p-Clq w surowicy
jest zwhzane z cgstszym wystgpowaniem oraz wyszymi stzeniami KKI-C1q w
surowicy chorych na PKZN. Poza tym nie stwierdzogwiazku midzy
wystepowaniem pc p-Clg i innymi objawami klinicznymi, yczparametrami
serologicznymi w tej grupie chorych. W dgstym pgmiennictwie brak bada
porownupcych chorych na PKZN z wykrywanymi pc p-Clq i begzht pc w
surowicy. Badanie wiasne stanowi takpierwsze, w ktorym badano korelacj
miedzy stzeniem pc p-Clg i innymi parametrami immunologicznyoraz
biochemicznymi u chorych na PKZN. W PKZN-R stwiesde dodata korelacg
migdzy stzeniem pc p-Clq i KKI-C1lq, catkowitych IgG oraz ujeqrz C3, czego
nie zaobserwowano w PKZN-NR. Me to wskazywa na udziat pc p-Clq oraz
KKI-C1q w aktywacji UD i rozwoju rozplemowych foriZN.

Wsrdéd chorych na TZN, zaobserwowano dodathiorelacg micdzy
stezeniami pc p-C1q i p-dsDNA w grupach aTZN oraz TZACpq(+). Zalenosé ta
zaobserwowato tale wielu innych badaczy [102,104,108,147,153], chostniep
pojedyncze doniesienia, w ktorych nie stwierdzaokelacji medzy stzeniami pc p-
Clqg i p-dsDNA w surowicy chorych na TRU [105]. W daaiach wiasnych
wykazano take korelacg miedzy stzeniem pc p-Clq i catkowitych IgG w surowicy
w grupie aTZN. Zaobserwowanaztewiazek medzy wykrywaniem pc p-dsDNA w
surowicy i wysgpowaniem hipokomplementemii. Natomiast, w oudhiéniu od
wynikéw dotychczasowych baflanie stwierdzono zat@osci migdzy stzeniami pc
p-Clq i skladowych dopetniacza C1q, C3 i C4 [108,108,150,154]. Sprzeczéw
w otrzymanych wynikach badanog wynikat z r&nych metod oznaczania C1q w
surowicy, braku standaryzacji testow, az&ak tegoze badaniem objo wylacznie
chorych na TZN, a nie jak w przypadku wielu pubtikgopulacg chorych na TRU
rowniez bez objawow zafia nerek.

W kontekécie cytowanych doniesie i uzyskanych wynikow bada
wiasnych, w ktorych stwierdzono korelachicdzy stzeniami pc p-C1q i p-dsDNA,
prawdopodob# wydaje s¢ hipoteza zaproponowana przez Fliermana i wspdaco
udziatu pc p-Clqg w patogenezie KZN [90]. Hipatez mog potwierdz& takze

omoéwione we wspie wyniki uzyskane przez Trouw i wsp. na modelach
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zwierzcych [124-127]. Pojawienie gipc p-dsDNA w surowicy mae sprzyjé
formowaniu KKI, ktére g nastpnie odkladane w kbuszkach nerkowych. W
kolejnym etapie dochodzi do pragkenia C1q do KI, a naginie whzania przez pc
p-Clq, ktore paiguja aktywacg UD nasilajc zapocatkowany uprzednio przez Kl
stan zapalny. Efektem tego jest rozwoj TZN i pogwie s¢ objawdw, takich jak
biatkomocz i krwiomocz.

W badaniach wiasnych do wykrywania pc p-Clgyto metody
immunoenzymatycznej ELISA, istpktorej jest ocena stenia produktu biatkowego
w surowicy. Jednak nie umkwia ona oceny rzeczywistej produkcji pc p-C1lqysad
czes¢ z nich hezy sk z Clg w surowicy twore KKI, lub odktada w postaci
depozytow w ranych tkankach, co zmniejszadtodostpnych wolnych pc p-C1q do
oceny serologicznej. Gunnarson i wsp. poréwnali mmanie pc p-C1q za pomac
testu ELISA i tzw. techniki ELISPOT, ktéra umdivia ocere produkcji tych pc
przez obwodowe komorkigirzaste kgzace we krwi. Wykrywalné¢ pc p-Clq w
surowicy chorych na TRU byta znacznieasya w przypadku zastosowania techniki
ELISPOT n& ELISA (71,4% vs. 47,6%). Pc wykrywane meto&LISPOT
korelowaty wyrégniej z wystpowaniem proliferacyjnych klas TZN [159]. Podiré
jednak naley, ze wad, tej techniki jest to,a uwzgkdnia ona wyicznie komorki
krazace, a nie obejmuje produkcji pc p-Clq przez komavkobrbie tkanek, co
wydaje s¢ miet istotne znaczenie w uszkodzeniu poszczegoéinyctadéw.

Pewien problemem diagnostyczny przy wykrywaniupp€Clgq w surowicy
chorych na TRU stanowi mibwos¢ wyskpowania reakcji krzsowych w zwazku z
obecndcia wspolnych epitopow w obbie czasteczki C1lqg i kolagenu typu Il
Mozliwos¢ taka zasugerowali Heinz i wsp. na podstawie tbdaa modelach
zwierzcych [160]. Przeciwciata przeciw C1q i przeciw kggaowi typu Il mog
by¢ obecne w surowicy chorych na TRU oraz na reumabo@ zapalenie stawow.
Przeciwciata przeciw kolagenowi typu Il wydagie by¢ przy tym znacznie bardziej
specyficzne dla reumatoidalnego zapalenia stawatanmast pc p-C1q dominuw
grupie chorych na TRU. Podolkswo strukturalne zwezane jest z obeckcia
powtarzalnej sekwencji Gly-X-Y w regionie CRL-Clagviczsteczce kolagenu typu
Il. Kolejne badania z udziatem chorych na TRU imatoidalne zapalenie stawow
nie potwierdzity jednak istnieniaadnych korelacji czy krzpwych reakcji mgdzy
pc p-Clq i przeciw kolagenowi typu Il [161,162]. niektorych chorych na TRU
stwierdzono nawet tenderajlo podwyszania si skzen pc p-kolagenowi typu 1l z
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rébwnoczesnym obnaniem s¢ stkzen pc p-Clgq po wdrzeniu terapii immuno-
supresyjnej [162]. Z dotychczas przeprowadzonyckabau chorych na TRU
wynika, ze oba typy pc wykazajodmienm immunogennét, a tym samym obecké
w surowicy obu pc nie powinno wptywana oznaczenie pc p-C1g w surowicy.cBy
moze przeciwciata przeciw kolagenowi typu Il odgrywaple w rozwoju zapalenia
stawow w przebiegu TRU. W obecnej pracy, w badamepie chorych na TRU,

zmiany stawowe stwierdzono vigznie u 2 osob.

5.2. Analiza wysgpowania mutacji w genie C1gA

W badaniach witasnych nie znaleziono mutacji webigr eksonu 2 genu
kodujacego tacuch A sktadowej dopetniacza C1grad chorych na KZN i w grupie
K. Jest to najogciej stwierdzana mutacja w populacji chorych na TRU
wrodzonym niedoborem C1q. Stwierdzanp srod chorych pochodzych ze
Stowacji, Cypru i Turcji [57,60,61]. Zamiana cytogy na tymir w pozycji 186
skutkuje usuriciem miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcimull.
Rezultatem tej zmiany bytoby uwidocznieniee $0 reakcji restrykcji przka o
diugcéci 601 pz, bez podzialu na 2 mniejsze fragmentggoznie wykazano w
badanej grupie chorych. Nie wyklucza to jednakzimasci istnienia innego SNP w
obrebie badanego w obecnej pracy genu C1gA.

Petry i wsp. odkryli obecrso 2 tzw. cichych mutacji (zmiana pojedynczego
nukleotydu nie wywotyjca zmiany w kodowanej reszcie aminokwasowej) u
wszystkich 11 badanych chorych z wrodzonym niedetmoC1q. Jedna dotyczyta
zmiany G na A w olabie tripletu kodujcego Gly w pozycji 70 genu C1gA, druga
natomiast miata zwezek z wymiaa T na C w Pro w pozycji 14 w genie C1qC. W
obu przypadkach osoby zdrowe z rodzin probantow bydvniez czesto homo- lub
czgsciej heterozygotami [74].

Racila i wsp. wykazali zwzek medzy wystpowaniem opisanego powsj
polimorfizmu w obegbie genu C1lgA a rozwojem PSTRU. Stwierdzili ujemn
korelacg miedzy obecnécia tej mutacji i stzeniem biatka C1q w surowicy zaréwno
w grupie chorych na PSTRU, jak i w zdrowej populd@p]. Wyniki dotyczce
chory na TRU s jednak sprzeczne. Namjou i wsp. nie wykazaliaziku migdzy
badanymi 17 SNP w ollie 3 gendéw Clg a rozwojem TRUsSmd chorych
pochodzenia Afro-Amerykekiego i hiszpaskiego z obmionym stzeniem C1lq w

surowicy. Niektore z polimorfizmow byly natomiasvizazane z niszym ryzykiem
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rozwoju TZN [76]. Martens i wsp. stwierdzili zal®s¢ miedzy pewnymi
polimorfizmami w obgbie genu ClgB a rozwojem TRU, a iak ckzszym
przebiegiem choroby. Zmiana pojedynczego nukleotydu obrbie regionu
paromotorowego genu C1gA miata niewielki wptyw nlaniaone sgzenie C1q i
CH50 w surowicy chorych rasy kaukaskiej [77]. Rafwgsp. stwierdzili wprawdzie
zwiazek medzy jednym z polimorfizmow w genie C1qB zszym s¢zeniem Clq, a
wyzszym C3 i C4 w surowicy, lecz nie wykazali oni Zzaesci migdzy

polimorfizmami w genach C1q a predyspozaydp zachorowania na TRU [78].

5.3. Analiza ekspresji mRNA C1qg w leukocytach krwi

Wyniki bada witasnych wykazaly wisza ekspresi mRNA C1g-L wérod
chorych na KZN w porownaniu z grak. Mimo to, nie stwierdzono #hic w
ekspresji mMRNA Clg-L poradzy chorymi na PKZN i1 WKZN, ani fe
poszczegdlnymi typami PKZN oraz klasami TZN. Poziekspresji mMRNA C1q nie
roznit si¢ takze migdzy chorymi z aktywnym i nieaktywnym procesem zagal w
kiebuszkach nerkowych w przebiegu TRU. Ngleodkréli¢, ze w obecnej pracy
badano wyicznie ekspregjmRNA dla taicucha A sktadowej dopetniacza Clq. W
sktad genu C1gA wchodzekson 1 (175 bp) i ekson 2 (792 bp) oraz intron
zawierajcy 1,1 kb. Udowodnionoze transkrypcja gendéw kodigych 3 tacuchy
Clqg jest scisle ze soh zsynchronizowana. Jednak, w przypadku stymulacji
makrofagow i komoérek dendrytycznych za pomdblF-y wykazano najwysz
ekspresi mRNA C1gB, a najrisz dla C1gA [52]. Dlatego nie nioa wykluczy,
ze r&nice w ekspresji mMRNA dla poszczegolnych typovictechow C1lg miaty
wptyw na uzyskane wyniki.

Warto podkréli¢ takze wptyw niektorych lekdw na eksprespRNA C1lg w
leukocytach krwi, zwtaszcza glikokortykosteroidaydyz az 76,2% chorych na TRU
I 17% na PKZN w momencie wykonywania obecnego badarzyjmowata MP
doustnie. Znaczna e¢& chorych na TRU otrzymata w przesso rowniez pulsy
dozylne MP, czsto hcznie z CYC. Trinder i wsp. badat wptyw NLPZ i
glikokorytosteroidow na transkrypcimnRNA Cl1q, a nasgpnie ekspresj produktu
biatkowego in vitro. Naukowcy zaobserwowali zekszory syntez mRNA Clq
przez makrofagi pod wptywem NLPZ, jednak nie miaéo wpltywu na sizenie
produktu biatkowego w surowicy. Przeciwny efekt etvgowano, gdy makrofagi

poddano wczaiej dziataniu czynnikdw pozapalnych. W tym przykadNLPZ
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zmniejszaty ekspresjClqg zaréwno na poziomie mRNA, jak i produktu biatlego.
Glikokortykosteroidy natomiast zekszaly ilgs¢ transkryptow Clqg zaréwno w
warunkach podstawowych, jak i w przebiegu stanualreggo, lecz nie obserwowano
zmian w s¢zeniu biatka w surowicy [54]. Wydaje ¢sito mig potwierdzenie w
uzyskanych wynikach bafdawtasnych, w ktorych zwkszora ekspresi mRNA
Clg-L zaobserwowano 4ndd chorych na KZN, bez istotnychzrdic w $rednich
stezeniach C1qg w surowicy w porownaniu do grupy komtepl Wyzsza ekspresj
C1g-L stwierdzano ¥wdd chorych na TRU z wykrywanymi pc p-C1q i p-dsDNi
w grupach bez stwierdzanej obeéciotych pc w surowicy. By maze zwikszona
ekspresja Cl1g-L stanowi mechanizm kompensacyjny zaycia produktu
biatkowego wizanego przez kgace w surowicy pc i Kl, a naginie odktadanego w
postaci depozytéw w nerkach i inych ngtach.

W kontekcie udziatu C1q w patogenezie TRU, na ugagstugug wyniki
otrzymane przez Moosig i wsp. Autorzy badali wplgaynnikow stymulujcych na
syntez C1lq przez monocyty pochagz od chorych na TRU bez stwierdzonego
wrodzonego niedoboru C1q. Zaobserwowan@ddstawowa ekspresja mRNA Clq
w grupie chorych na TRU nie idita sk od tej stwierdzanej $wv6d chorych na
reumatoidalne zapalenie stawow, czy w zdrowej pagul Jednak odpowied
monocytow pochodggych od chorych na TRU na dziatanie czynnikow
stymulupcych (szczegolnie deksametazon i INFbyla znacznie mniejsza niw
pozostatych grupach [55]. Wyniki przeprowadzonyotlydhczas badawskazuj na
istotnie zmienioa ekspregf MRNA C1g w leukocytach pochogtz/ch od chorych
na TRU w poréwnaniu do zdrowej populacji. Wptywtaakspresj wydaj sie mied
zarowno cytokiny modyfikuice syntez Clgq w monocytach, makrofagach i
komorkach dendrytycznych, jak rownieastosowane leczenie. Warto podkie ze
w obecnej pracy po raz pierwszy zbadano eksp@sfy w leukocytach chorych na
PKZN oraz poréwnywano chorych z aTZN i naTZN.

5.4. Analiza ekspresji mRNA C1q i produktu biatkoweyo w nerkach

Wyniki bada wtasnych wykazaty znacznie wgz ekspresf mRNA C1g-
N w grupie chorych na TZN faiSVV, PKZN oraz NK. W PKZN ekspresja ta byta
nawet nisza nk w NK, jednak nie da si wykluczy¢ wptywu istniepcego
nowotworu w okolicy fragmentow nerek stanaeych grug kontrolm. Jednak ze

wzgledow etycznych nie bylo nitiwe uzyskanie bioptatow od ZO. Réwnoéaie
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ze znacznie podwsgzorny ekspregi mMRNA C1g-N wrdéd chorych na TZN, au
86,8% chorych stwierdzono obeddatogéw C1lg w badaniu IF. Mimage u 75,6%
chorych z depozytami Clq w ¢kluszkach nerkowych stwierdzono aTZN, to
ekspresjia mMRNA C1qg nie #dita sk migdzy aTZN i naTZN. Podobnie jak w
przypadku ekspresji C1lg-L iggenia C1lg w surowicy, ekspresja mRNA C1g-N
wydaje s¢ nie korelowa z obecnécia produktu biatkowego w obrebiedkduszkdéw
nerkowych.

Chen i wsp. zaobserwowali korelacmiedzy stzeniem pc p-Clg w
surowicy a obecnimia depozytow C1q w nerkach chorych na TZN [123]. Wyni
bada& wilasnych nie wykazaly natomiast zalesci migdzy wystpowaniem
depozytow C1qg w kbuszkach nerkowych i egtascia wykrywania oraz stzeniami
pc p-Clq, KKI-C1g i C1qg w surowicy.

Nalezy jednak podkrédi¢, ze ze wzgtdu na mad liczebnag¢ badanej grupy,
wyniki dotyczce ekspresji Clq w nerkach chorych na KZN mdggdynie
sugerowéd pewne zalenosci, lecz do wycigniccia ostatecznych wnioskéw
niezlzdne jest powskszenie populacji chorych oraz materialu stamocego grup
kontrolm. Nie znaleziono w dogbnym pimiennictwie badé nad ekspregimRNA
C1q w nerkach chorych na KZN co unieffiwia poréwnanie uzyskanych wynikow
Z innymi uzyskanymin vivo.

Wsrdd chorych na KZN, ekspresfC1q na poziomie produktu biatkowego
zaobserwowano w oélvie kigbuszkéw nerkowych, wrodmiazszu i naczyniach. W
kiebuszku nerkowym ekspresja C1q wydaje lsy¢ zwiazana z obecrigia ztogéw
zawierajcych Clg, a nie z wytwarzaniem przez komorki whaddebuszka
nerkowego. Natomiast wrédmiazszu mae ona wynika z wystpowania naciekow
zapalnych. Mniej prawdopodobnym wydaje,skte Clq jest wytwarzane przez
fibroblasty. Gulati i wsp. swierdzilize fibroblasty (w odrénieniu od monocytéw)
nie @ zdolne do syntezy Clq w warunkaah vitro [163]. Nie da si jednak
wykluczy¢, ze maze dochodzi do tego w warunkacim vivo. Bardzo interesagym
wydaje s¢ stwierdzenie ekspresji C1q $gianie nacz, zarowno wrod chorych na
KZN, jak i w NK. Jednak w dosgpnej literaturze brak badaktore umaliwityby

poréwanie uzyskanych wynikéw z innymi autorami.
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6. PODSUMOWANIE

1.

Przeciwciata przeciw Clgykrywano w surowicy chorych na PKZN i TZN
oraz wrod ZO, lecz nie wygpowaty one w grupie chorych na SVV.

Wsréd chorych na PKZN, pc p-Clg nie wysbwaty w surowicy chorych na
FSGS, a w pozostatych typach PKZNestmsé ich wykrywania orazrednie
stezenia nie ranity si¢ istotnie pomgdzy poszczegOllnymi typami
morfologicznymi KZN.

Przeciwciata przeciw Clg wygiowaly najczsciej i w najwyszych
stezeniach w surowicy chorych na TZN, co w szczegédnalotyczyto
chorych z aktywnym procesem chorobowym. Nie stwiersb ré@nic w
czestasci wyskepowania i stzeniach pc nddzy klasami TZN.

W TZN, wykrywanie pc p-Clgq wkalo s¢ z czstszym wysipowaniem
zespolu nerczycowego, a w szczegétmoertrocyturii oraz z wgsz
aktywnacia choroby ocenianej w skali SLEDAI-2K.

Krazace kompleksy immunologiczne a#ce C1lqg byly wykrywane,
podobnie jak pc p-Clg, w surowicy chorych na PKZNwyjatkiem FSGS),
TZN i wsrod ZO. Wysgpowaly najczsciej i w najwyzszych sizeniach w
surowicy chorych na aTZN.

Przeciwciata przeciw dsDNA wygiowaly wykcznie w grupie chorych na
TZN, lecz stzenia tych pc w surowicy nie zgity si¢ istotnie medzy
chorymi na aTZN i naTZN.

Obnizone s¢zenia C3 w surowicy stwierdzano w surowicy choryehRKZN
(gtébwnie z rozpoznanym MPGN) oraz TZN (w szczegébnaz aTZN).
Natomiast obriione s¢zenia C4 wysipowaty tylko wsrod chorych na TZN.
Stezenia C1qg w surowicy nie #aity si¢ istotnie m¢dzy ZO oraz chorymi na
PKZN i WKZN, a take midzy poszczegllnymi typami PKZN oraz aTZN i
naTZN.

Ekspresja mRNA C1q w leukocytach krwi chorych naNKByta wyzsza ni

u ZO, jednak nie rinita sk miedzy chorymi na PKZN i WKZN oraz raizy
aTZN i naTZN.

10.Ekspresja mRNA C1q w nerkach chorych na TZN byiatise wysza ni w

grupie PKZN, ché nie wykazano rinic migdzy aTZN i naTZN.

11.Nie stwierdzono korelacji mdzy ekspresjmRNA C1qg w leukocytach krwi i

stezeniem C1q w surowicy $vod badanych chorych i ZO.
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12.Nie wykryto wybranej mutacji w genie C1gA w leukoagh krwi badanych
chorych na KZN i wréd ZO.

13.Wykazano dodatnie korelacje ¢dzy stzeniami pc p-Clq i p-dsDNA oraz
catkowitych IgG w surowicy chorych na aTZN i w gre@ ZN p-C1q(+).

14. Depozyty C1q w nerkach wystepowatye¢é@e] u chorych na TZN ni
PKZN lokalizupc sk w obrbie kiebuszka nerkowego, naazysrodmiazszu.
W przypadku tej ostatniej lokalizacji ekspresja Gilypaje s¢ by¢ zwiazana
z wystpowaniem komorek nacieku zapalnego. Natomiast hadte

ekspresji C1g wcianach nacaywymaga dalszych bada
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7. WNIOSKI

1. Wsréd chorych na pierwotne i wtérneckliszkowe zapalenia nerek oraz
zdrowych ochotnikdw przeciwciata przeciw C1lg veystja najczsciej i w
najwyzszych s¢zeniach w surowicy chorych na toczniowe zapalenieke
zwtaszcza z aktywnym procesem chorobowym gblszkach nerkowych.

2. Chocia przeciwciata przeciw dsDNAasw poréwnaniu do przeciwciat
przeciw Clg bardziej swoiste dla toczniowego zapalsmerek, maj one
mniejsze znaczenie wadicowaniu chorych z aktywni nieaktywry faz tej
choroby.

3. Réwnoczesne niewykrywanie przeciwciat przeciw Clardeciw dsDNA w
surowicy wydaje s wyklucza® rozpoznanie aktywnego toczniowego

zapalenia nerek.

4. Skojarzone wyspowanie przeciwciat przeciw C1q i obonego szenia C3
W surowicy waze st z wigksza aktywndciag toczniowego zapalenia nerek,
czego Kklinicza prezentag jest czstsze wysipowanie zespotu

nerczycowego, a w szczegodaeoerytrocyturii.

5. Podwysszona ekspresja  mRNA Clg w leukocytach krwi przy
niezmienionych steniach Clg w surowicy chorych na ¢litiszkowe
zapalenia nerek mie wskazywa na zwtkszone zaycie tej skiadowej

uktadu dopetniacza w toku procesu chorobowego.

6. Niestwierdzenie mutacji w genie kodaym tancuch A C1lq wrod badanych
chorych i zdrowych ochotnikdéw potwierdza wyniki gothczasowych bada
wskazujcych na wrodzony niedob6r Clg jako rzadkzyczyre rozwoju

choréb autoimmunologicznych.
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Ryc. 23. Ekspresja C1q wektuszku nerkowym i naczyniu w NK.

Ryc. 24. Poréwnaniérednich stzen pc p-Clq, p-dsDNA, KKI-C1q w surowicy w
grupach TZN p-C1q(+), TZN p-C1q(-) i K.

Ryc. 25. Poréwnanigrednich stzen C1q, C3, C4 w surowicy w grupach

TZN p-C1q(+), TZN p-Clq(-) i K.

Ryc. 26. Ekspresja mRNA C1g-L w grupach TZN p-C3qF#N p-C1q(-) i K.

Ryc. 27. Poréwnanigrednich stzenh C3 w surowicy w grupach PKZN p-C1q(+),
PKZN p-C1q(-) i K.

Ryc. 28. Ekspresja mRNA C1qg-L i C1g-N w grupach RKZ-C1q(+),

PKZN p-C1q(-) i K/NK.

Ryc. 29. Korelacje mdzy stzeniami pc p-Clq i p-dsDNA oraz pc p-Clq i
catkowitych 1gG w surowicy chorych na aTZN.

Ryc. 30. Korelacje mdzy stzeniami pc p-Clq i p-dsDNA, pc p-Clq i KKI-Clq
oraz pc p-C1q i catkowitych IgG w surowicy chorywa TZN p-C1q(+).
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10. STRESZCZENIE

Uktad dopetlniacza (UD) natg do nieswoistych mechanizméw
odporndgciowych. Do funkcji UD zalicza sim.in.: bezpéredni lize zakaonych
komorek, opsoniza¢j chemotaksj, modulacg odpowiedzi swoistej, a tak
usuwanie komplekséw immunologicznych (KI) i komoragoptotycznych, gdzie
szczeglln role odrywa sktadowa dopetniacza Clg. Wrodzony niedo@dnq,
zZwigzany z obecriwia mutacji w genach kodagych taicuchy Clq, stanowi
najsilniejszy czynnik predysporagy do rozwoju tocznia rumieniowatego
uktadowego (TRU). Wyniki ostatnich baddowiodty take, ze C1q mae stanowd
cel nieprawidtowej odpowiedzi immunologicznej, caegyrazem jest pojawieniegsi
w surowicy przeciwciat przeciw Clq (pc p-Clg). Wwkmano je w ranych
chorobach autoimmunologicznych, w tymsrad chorych na pierwotne i wtérne
kigbuszkowe zapalenia nerek (PKZN, WKZN), infekcyjnydnaz w zdrowej
populacji. Przeciwcialom tym przypisujegsézczegOla role w patogenezie TRU,
zwtaszcza w przypadku zaja nerek. Podkia sk ich wysoly negatywn wartasé
predykcyjra (87-100%) w diagnozowaniu i przewidywaniu zaosiroeaz ocenie
aktywnaici toczniowego zapalenia nerek (TZN). Rgej badania miaty na celu
lepsze zrozumienie roli pc p-Clg w rozwoju KZN orazerg przydatnéci ich
oznaczania w diagnostyce i monitorowaniu aktysenchoroby.

Analizie poddano estas¢ wykrywania i sgzenia pc p-Clg w surowicy
chorych na PKZN i WKZN oraz u zdrowych ochotnikddQ)), ktére poréwnano z
innymi  markerami immunologicznymi. Prébowano #ak powhzaé oceniane
markery immunologiczne z wygtowaniem i obrazem klinicznym PKZN i WKZN
(w szczegolnéci TZN). Poszukiwano wybranej mutacji w genie kegym taicuch
A C1q oraz oceniono ekspresnRNA C1lg w leukocytach krwi i nerkach chorych
na KZN i ZO.

Badaniem ohjto 208 chorych na KZN oraz 86 ZO. $w¥d chorych na
KZN, u 139 rozpoznano PKZN, a u pozostatych WKZN.gipie PKZN, u 100
chorych stwierdzono mezangialne KZN (MesPGN), uohiasto-rozplemowe KZN
(MPGN), u 26 btoniaste KZN (IMGN) oraz u 6 ogniskewegmentalne stwardnienie
kicbuszkow nerkowych (FSGS). dd chorych na WKZN, u 63 rozpoznano TZN, a
u 6 zewntrzwitosniczkowe KZN w przebiegu uktadowego zapalenia mahyaczy
(SVV). Chorych na TZN podzielono na 2 grupy w zalaci od aktywndci procesu
chorobowego ocenianego wg skali SLEDAI-2K (systerhipus erythematosus
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disease activity index). Do grupy aktywnego TZNZA&l) zaliczono chorych, ktérzy
otrzymali> 10 punktéw w skali SLEDAI-2K. U wszystkich chorydla KZN i u ZO
oznaczono pc p-Clq, przeciw dwuniciowemu dsDNA (pdsDNA), kgnzace
kompleksy immunologiczne wiace C1lq (KKI-C1q) oraz stenie C1lg w surowicy
metodami immunoenzymatycznymi (ELISA)¢Stnia skladowych dopetniacza C3 i
C4 oraz catkowitych 1gG w surowicy badano metddrbidymetryczn. Z krwi
petnej wyizolowano DNA celem poszukiwania mutacjegzonie 2 genu C1gA oraz
RNA w celu oceny ekspresji mMRNA C1q meiqablimerazowej reakcji fecuchowej
w czasie rzeczywistym (real-time polymerase chasaction; RT-PCR) w
leukocytach krwi badanych oséb. Dodatkowo analizmwvakspresi mMRNA Clq
metody RT-PCR w nerkach pochoglzych od 59 chorych, w tym 36 z PKZN, 17 z
TZN i 6 z SVV. Materiat kontrolny dla tej grupy chyeh stanowito 5 chorobowo
niezmienionych fragmentéw nerek (normal kidney; Ngdchodacych z otoczenia
usungtych guzéw nerek. Oceniono rowaiekspresj produktu biatkowego Clq w
nerkach chorych na KZN i w NK przy pomocy trojstagwej metody APAAP
(alkaline phosphatase - anti-alkaline phosphatasppréownano ¢ z wynikiem
badania immunofluorescencyjnego.

Wyniki przeprowadzonych bada wskazujp na znacznie egstsze
wystepowanie pc p-C1lg w surowicy chorych na TZN (68,3%) na PKZN (23%,
p<0,0001) i u ZO (10,5%, p<0,0001). Przeciwciathtyde wykryto u chorych na
SVV i FSGS. Nie wykazano #z@ic w czstasci wykrywania isrednich s¢zeniach pc
p-Clq medzy poszczegoélnymi postaciami morfologicznymi PKZNatomiast
badane pc wygpowaty znacznie eZciej (81,6% vs. 48%, p<0,01) oraz w iggych
stezeniach (p<0,01) w surowicy chorych na aTZNz maTZN. Pc p-dsDNA
wykrywano wyhcznie w TZN (76,2%). Pomimaze obserwowano je egciej] w
surowicy chorych na aTZN hinaTZN (89,5% vs. 56%, p<0,01), teztnia tych pc
nie r@nity si¢ istotnie médzy badanymi grupami. Aktywnego procesu chorobowego
nie stwierdzano aadnego chorego na TZN z rownogaie ujemnymi pc p-C1q i p-
dsDNA w surowicy.

KKI-C1q, podobnie jak pc p-Clq, wygtowaty w surowicy chorych na
PKZN, TZN i wéréd ZO. W aTZN, obserowawano je znaczniesciej (44,4% vs.
12%, p<0,0001) i w wiszych stzeniach (p<0,05) giw naTZN. Obnione stzenia
skladowych dopetniacza C3 i C4 stwierdzano rdgej wsrod chorych na TZN
(odpowiednio 66,7% i 44,4%). W grupie PKZN, aolorie s¢zenie C3 w surowicy
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obserwowano u 13,8% chorych (najgzej z rozpoznanym MPGN), aggenia C4 w
surowicy chorych na PKZN i ZO mieity si¢ w granicach normy. W aTZN
wykazano istotnie nsze stzenia C3 w surowicy w poréwnaniu do grupy naTZN
(p<0,001). W przypadku C1q, nie obserwowanani® w srednich stzeniach w
surowicy mgdzy chorymi na PKZN, WKZN i ZO, jak réwniemiedzy aTZN i
naTZN. Natomiast ekspresja mRNA C1q w leukocytachi khorych na KZN byta
istotnie wysza nk u ZO (p<0,05 dla TZN, p<0,01 dla PKZN). Jednakndiaita si
miedzy chorymi na PKZN i WKZN oraz aTZN i naTZN. Isti¢ wyzszy ekspres
MRNA stwierdzono w nerkach chorych na TZN: ®KZN (p<0,05), bez ric
migdzy aTZN i naTZN. Ekspresjproduktu biatkowego C1qg w nerkach chorych na
KZN wykazano w olgbie kkbuszkow nerkowych, nac#yoraz srodmigzszu. W
kicbuszkach byta ona zwiana z obecricia depozytow zawieragych Clq, a w
srédmiazszu nerki z odktadaniem i/lub produkcf1q przez komorki naciekow
zapalnych. Nie znaleziono mutacji w eksonie 2 gkodujacego tacuch A Clq w
leukocytach krwi chorych na KZN i ZO.

Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logistyw wykazaty,ze dla
oceny o0golnej aktywri@i TRU (i TZN) najwkksze znaczenie ma skojarzone
wystepowanie pc p-C1qg z obrnym stzeniem C3 w surowicyZaden z badanych
markeréw serologicznych oznaczanych samodzielnie wykazywat 100%
swoistgci dla aTZN. Wykazano jednake rownoczesne stwierdzenie braku pc p-
Clg i p-dsDNA w surowicy wydaje giwyklucza aTZN. Uzyskane wyniki
potwierdzag sugerowe przez innych autorOw znaczenie oznaczamip-Clq w
surowicy celem oceny aktywia TZN.
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11. SUMMARY
Title: “Analysis of the occurrence of anti-C1q antbodies in the serum of
patients with primary and secondary glomerulonephrtis”

The complement system (CS) belongs to non-speaificune mechanisms.
Major CS functions include: direct lysis of infedteells, opsonization, chemotaxis,
modulation of specific immune response as welleasaval of immune complexes
(IC) and apoptotic cells, in which the first compah of the CS- C1q plays a crucial
role. Hereditary C1q deficiency, associated with pnesence of mutations in genes
encoding C1q chains, is the strongest factor ppediag to the development of
systemic lupus erythematosus (SLE).

Recent studies have also shown that C1q may begettaf inappropriate
immune response, which is manifested by the praslucif serum antibodies (anti-
C1lqg Abs). Anti-C1qg Abs have been detected in a rermnab autoimmune diseases
including primary and secondary glomerulonephri(BGN, SGN), infectious
diseases, and also in the healthy population. &ftj-antibodies are attributed a key
role in the pathogenesis of SLE, particularly witpus nephritis (LN). Attention is
also given to their high negative predictive val@¥-100%) for the diagnosis,
prediction of exacerbations and for the assessofahe activity of LN. The present
study was undertaken to elucidate the role of @t} Abs in the development of GN
and to assess the benefit of anti-C1q antibodyyas$ar the diagnostics and
monitoring of disease activity.

Both detection frequencies and concentrations df-Glgq Abs were
investigated, and a comparison was performed betvaeei-C1q Abs and other
immune markers found in the serum of patients suffefrom connective tissue
diseases, and in healthy controls (C). Also, pésstorrelations were examined
between the immune markers under analysis anddter@nce and clinical features
of PGN and SGN (LN in particular). A specific mudat in the gene encoding Clq
A-chain was sought and C1g mRNA expression wassasdein blood leukocytes
and kidneys of GN patients and group C.

The study group consisted of 208 GN patients an@.8é the GN group, a
total of 139 patients had a diagnosis of PGN aedré¢imainder — SGN. In the PGN
sub-group, a total of 100 patients were diagnoséti wiesangial proliferative
glomerulonephritis  (MesPGN), 7 patients with  memibyzoliferative

glomerulonephritis  (MPGN), 26 patients with idiopat membranous
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glomerulonephritis (IMGN) and 6 patients with foc@gmental glomerulosclerosis
(FSGS). Among study participants with SGN, a totfab3 patients had a diagnosis
of LN and 6 patients extracapillary glomerulonepsriue to smallessel vasculitis
(SVV). LN patients were divided into two sub-grougespending on the activity of
the disease process assessed by SLEDAI-2K (systapus erythematosus disease
activity index). The group of active LN (aLN) conged patients with SLEDAI-2K
scores> 10. A number of parameters were assessed in allp@ents and C,
including anti-C1q and anti-dsDNA Abs, circulatimgpmune complexes binding
Clq (CIC-Clqg) and C1q concentration in blood se(bsnELISA immunoassays).
Concentrations of complement components C3 and Cwedl as total serum IgG
concentrations were determined using turbidimetrathod. DNA was isolated from
full blood to search for mutations in the exon 2ha# C1gA gene. RNA was isolated
to assess the expression of C1lg mRNA by the need-tPCR (RT-PCR) in the
leukocytes of study participants. Additionally, &-RCR analysis of C1g mRNA
expression in the kidneys of 59 patients (36 p#&tisvith PGN, 17 with LN and 6
with SVV) was performed. The control material farstgroup of patients consisted
of 5 normal kidney (NK) fragments harvested frore thcinity of removed kidney
tumours. C1q expression at the level of the propeoduct in the kidneys of GN
patients and 5 NK was examined using the threee ARRAAP (alkaline phosphatase
- anti-alkaline phosphatase) technigue and companeth results of an
immunofluorescent method.

Results obtained in the tests show that anti-Clg Mere much more
common in the serum of patients suffering from L®8.8%) than PGN (23%,
p<0.0001) and C (10.5%, p<0.0001). They were nteaied in serum of patients
with SVV and FSGS. No differences were found eithahe frequency of detection
or in the mean concentrations of anti-C1q Abs acreious morphological PGN
types. On the other hand, these Abs were much mamemon (81.6% vs. 48%,
p<0.01) and had higher concentrations (p<0.0lh&derum of patients with aLN
than inLN. Anti-dsDNA Abs were detected exclusivalyLN patients (76.2%). Even
though they were more common in the serum of pistierth aLN than inLN (89.5%
vs. 56%, p<0.01), differences between these graugoe not statistically significant.
No LN patient with negative anti-C1q and anti-dsDtibody titers was diagnosed

with active disease process.
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CIC-C1q, similarly to anti-C1q Abs, were identifiedthe serum of patients
suffering from PGN, LN and also in C. They were siderably more common in
aLN patients (44.4% vs. 12%, p<0.0001) and occuatdigher concentrations
(p<0.05) than in inLN subjects. Lower concentragiaf complement components
C3 and C4 were most frequently identified among patients (66.7% and 44.4%,
respectively). In the PGN group, low C3 concentrain serum was noted in 13.8%
of patients (predominantly patients diagnosed withPGN). Serum C4
concentrations, on the other hand, were within mbmange in all PGN patients and
C. Significantly lower C3 concentrations in thewsarwere identified in aLN patients
than in inLN patients (p<0.001). No differencegmean blood serum concentrations
of C1qg were shown between PGN, SGN and C grougkbatween aLN and inLN
groups. On the other hand, however, C1g mRNA espesn the leukocytes of GN
patients was significantly higher than in C (p<0f0% LN, p<0.01 for PGN). No
differences were noted between PGN and SGN patiantsbetween aLN and inLN
patient groups, though. Significantly higher mRN¥peession was demonstrated in
the kidneys of patients suffering from LN than P@N0.05), with no differences
between aLN and inLN. C1q expression at the leveghe protein product in GN
patients was shown in the glomeruli, blood vesasts renal interstitium. It seems to
be linked to the presence of glomerular depositdaining C1q and/or the cellular
production by interstial infiltrating cells. No naiions were found in exon 2 of the
gene encoding C1q A-chain in the leukocytes of @Ghignts and group C.

According to multiple logistic regression analysiBe occurrence of anti-C1q
Abs together with low serum concentrations of C8/ghe most important parts for
the assessment of both SLE and LN activity. Nonéhef independently assayed
serological markers proved to be 100% specificLiid.aAt the same time, however,
it was shown that a concomitantly confirmed absesfcanti-C1g and anti-dsDNA
Abs in blood serum seemed to rule out aLN. Reslitained in the present study are
in agreement with those obtained by other authbes serum anti-Clqg antibody

assays are useful for the assessment of LN activity
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