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IgA nefropatia (IgAN) je najcastejSou primarnou glomerulonefritidou u adolescentov a dospelych a predstavuje
autoimunitné ochorenie s patogenézou viacerych tderov (multi-hit), ktora je modulovana r6znymi genetickymi
aj vonkajsimi faktormi. KIti€ovu ulohu v patogenéze IgAN ma degalaktozylovana forma IgA1 (Gd-IgA1). Viaceré
studie potvrdili zvySenie a aj prognosticky vyznam Gd-IgA1 u pacientov s IgAN v porovnani so zdravymi kontro-
lami. Stanovenie diagnézy IgAN vyzaduje biopsiu oblicky, a preto su v klinickej praxi cenné neinvazivne metddy;,
ktoré slizia na monitorovanie aktivity choroby a umoznuju individualizovat liecbu a minimalizovat jej neziaduce
ucinky. V praci poskytujeme literarny prehlad potencialnych biomarkerov relevantnych pre IgAN a prvé vysledky
stanovenia Gd-IgA1 u chorych s chronickym nefritickym syndrémom a nefrotickym syndrémom. V naSom subo-
re pacientov bolo zvysenie Gd-IgA1 pozorované u 6 pacientov (7 %), Statisticky vyznamné rozdiely medzi vySet-
rovanymi skupinami a kontrolami a ani medzi jednotlivymi skupinami pacientov sme nezistili.
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The first results of galactose-deficient IJAT measurement in diagnosis and monitoring of patients with IgA ne-
phropathy

IgA nephropathy (IgAN) is the most common primary glomerulonephritis in adolescence and adult patients and is
defined as an autoimmune disease with multi-hit pathogenesis and contributing genetic and environmental fac-
tors. Galactose-deficient IgA1 plays a major role in this pathogenetic process. High serum levels of Gd-IgA1 are
found in most patients with IgAN, and they are associated with poor prognosis, as confirmed by various studies.
A renal biopsy is required for accurate diagnosis, and hence the application of noninvasive biomarkers can be
helpful in monitoring disease activity, choosing an individual approach for therapy and decreasing side effects.
In our study, we provide a review about noninvasive biomarkers of IgAN and the first results of Gd-IgA1 meas-
urement in patients with chronic nephritic and nephrotic syndromes, increased serum Gd-IgA1 levels were ob-
served in 6 patients (7%). The difference among groups was not statistically significant.
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Uvod

IgA nefropatia (IgAN) je najcastejSou primarnou glome-
rulonefritidou u adolescentov a dospelych. Od nastupu kli-
nickych priznakov progreduje do koncového $tadia oblicko-
vého ochorenia 1,5 % pacientov rocne a priblizne 25 - 30 %
pacientov vyZaduje dialyzu alebo transplantaciu oblicky do
20 — 25 rokov trvania ochorenia. Japonski autori uvadzaju
aj pomerne vysoky vyskyt subklinickej formy IgAN (,lantha-
nic IgAN"), ktoru histologicky potvrdili u 16 % potencialnych
Zijucich darcov oblicky bez akychkolvek klinickych prejavov
choroby®. Typickymi klinickymi priznakmi v ¢ase stanovenia
diagndzy su hematuria alebo kombinacia hematurie s mier-
ne az stredne zavaznou proteinuriou (< 2 g/24 h), pricom
hematuria je ¢asto asociovana s infekciou hornych dycha-
cich ciest. Niektori pacienti maju uz v Case stanovenia diag-
nézy priznaky zlyhavania obliciek a hypertenziu®. Pre IgAN
je charakteristicka muzska predispozicia, nastup ochorenia

v druhej az tretej dekade Zivota, Siroké spektrum klinickych
priznakov a variabilna rychlost progresie ochorenia po sta-
noveni diagndzy™.

Potvrdenie diagnézy IgAN nadalej vyzaduje biopsiu ob-
licky®. Charakteristickym histopatologickym znakom st re-
nalne depozity cirkulujdcich imunokomplexov s dékazom
imunoglobulinu A (IgA) v mezangiu glomerulov ¢asto spre-
vadzaného imunoglobulinom G (IgG) a C3 zlozkou komple-
mentu®. Priblizne 50 % pacientov s IgJAN ma zvysené hodno-
ty IgA a IgA obsahujucich imunokomplexy v sére®.

IgAN je definovana ako autoimunitné ochorenie s typic-
kou patogenézou viacerych tderov (multi-hit), ktora je modu-
lovana r6znymi genetickymi aj vonkajsimi faktormi.

Klacovu Ulohu v patogenéze IgAN ma degalaktozylova-
na forma IgA1 (Gd-IgA1)®@. Pévod buniek secernujlcich Gd-
IgA1 nie je presne znamy. Cirkulujuci IgA1 je produkovany
hlavne v kostnej dreni, kym Gd-IgA1 moéze byt syntetizovany
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ako odpoved na slizni¢nu infekciu. Predpoklada sa, ze ab-
normality v slizni¢nej odpovedi na bezny mikrobidlny alebo
potravinovy antigén mozu preto viest k produkcii Gd-IgA1®),

Podtriedy IgA1 a IgA2 sa lisia hlavne pritomnostou unikat-
nej dlhej zavesnej oblasti tzv. ,hinge” regiéonu u IgA1. Tato za-
vesna oblast je tvorena retazcom 18 aminokyselin, na ktoré
sa moze viazat az Sest sacharidovych zvyskov O-glykozylo-
vou vazbou®. (obrazok 1)

U zdravych jedincov je vdcsina O-retazcov kompletne gly-
kozylovana s Gal (najmenej Styri az Sest retazcov je kom-
pletnych), kym vacsina retazcov u pacientov s IgAN je ne-
kompletne galakozylovanych alebo skratenych (najviac dva
retazce zo Siestich st kompletné)®.

Gd-IgA1 sa uplatiiuje ako autoantigén, ktory je rozliSova-
ny Specifickymi autoprotilatkami s naslednou tvorbou cirku-
lujicich imunokomplexov®.

Vysoké koncentracie Gd-IgA1 sami o sebe nevedu k po-
skodeniu obliciek. V patogenéze ochorenia vyustujicej do
renalneho poskodenia sa uplatiuju Styri procesy — aberant-
na glykozylacia IgA1, syntéza protilatok proti Gd-IgA1, for-
madcia imunokomplexov a ukladanie imunokomplexov v me-
zangiu obliciek®).

Obrazok 1. O-glykozylacia IgA1

Kompletny retazec je zloZeny z prvej molekuly sacharidu — N-a-
cetylgalaktozaminu (GalNAc), druhou molekulou sacharidu je ga-
laktéza (Gal) a tretou molekulou ja sialova kyselina. Pomedzi tieto
kompletné sacharidové retazce su v pripade Gd-IgA1 vloZené ne-
kompletné sacharidové retazce bez terminélnej alebo laterdlnej
sialyldcie alebo Gal. Najjednoduchsi retazec je O-GalNac.
(Upravené podla Boyd a kol., 2012.)

Tabulka 1. Charakteristika jednotlivych podskupin suboru

Tieto komplexy nie su efektivhe metabolizované pecenou,
¢o vedie k tvorbe glomerulovych depozitov, aktivacii a proli-
feracii mezangialnych buniek, lokalnej aktivacii komplemen-
tu, produkcii extracelularnej matrix a cytokinov, ktoré mézu
ovplyvnit expresiu génov podocytmi a glomeruldrnu perme-
abilitu. Postihnutie mezangia a podocytov vedie k proteindrii
a tubulointersticialnym zmenam®.

IgAN predstavuje systémové ochorenie, ¢o potvrdzuje aj
fakt, ze pri transplantacii oblicky darcu so subklinickou IgAN
prijemcovi s non-IgAN obli¢kovou chorobou doslo kratko po
transplantacii oblicky k vymiznutiu depozitov IgA®.

Prvé testy na detekciu Gd-IgA1 boli zaloZzené na vazbovej
aktivite voci Specifickym lektinom — helix aspersa (HAA), he-
lix promatia (HPA) alebo vicia villosa (VV) - prirodne sa vy-
skytujice molekuly s vysokou vazbovou kapacitou voci sa-
charidovym zvyskom so $pecifickostou ku GalNAc zvyskom.
Yasutake a kol. vyvinuli ELISA test pouzitim novej Gd-IgA1
$pecifickej monoklonovej protilatky KM557).

V sucasnosti su pre klinicku prax dostupné aj dalSie tes-
ty, ktorymi mozno stanovit koncentracie Gd-IgA1. V nasej
praci sme pouzili systém Human Galactose-Deficient IgA1
ELISA Kit firmy Abbexa. Principom vySetrenia je zmena
sfarbenia produktu po naviazani protilatky (chicken anti-Ga-
lactose-Deficient IgA1) na cielovy antigén (Protein A). Inten-
zita novovzniknutého Zltého sfarbenia je proporcionalna ku
koncentracii GdIgA1. O.D. absorbancia je merana spektrofo-
tometricky pri 450 nm.

Cielom nasej prace bolo overenie klinickej vyuzitelnosti
komercne dostupného setu na stanovenie Gd-IgA1 pri diag-
nostike a sledovani aktivity IgA nefropatie.

Material a metodika
Do nami vySetrovaného suboru sme zaradili 87 vzo-

riek pacientov a zdravych kontrol zozbieranych v obdobi

01.12.2016 — 30. 04. 2017. Cely subor sme rozdelili na Sty-

ri skupiny:

— skupina 1: pacienti so zakladnou diagnézou IgAN po
transplantécii oblicky (n = 14),

— skupina 2: pacienti po transplantéacii oblicky, ktori nema-
ju IgAN ako zakladnu diagndzu a ani glomerulové zmeny
v protokolarnej biopsii transplantovanej oblicky (n = 25),

- skupina 3: pacienti s biopticky dokdzanou IgAN (n = 4)
a suspektnou IgAN na zaklade klinickych a laboratérnych
nélezov (n = 23),

- skupina 4: zdravé kontroly (n = 21).

Detailnejsie Udaje o podskupinach vysSetrovaného subo-
ru su v tabulke 1.

25 27 21

pocet 14
vek (roky)
priemer + SD 43,1+8,8 46 +15.2 36,9 +20,7 43614 ns
min — max 25-58 16-72 2-71 11 - 65
S-kreatinin (pmol/I)
priemer + SD 224,4 +202,1 134,3 £40,7 140,9 £ 164,9 81,3+158 *p < 0,001
min — max 103,7 - 867,1 87,3 - 266,0 10,5 - 868,8 44,4 - 104,0
proteinuria (g/der)
priemer + SD 1,7+3.2 0,53+0,45 1614 0,08 +0,03 *p < 0,001
min — max 0,12-125 014-19 0,04 - 43 0,03-0,15
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Pacienti s IgAN v skupine 1 boli 9 — 83 mesiacov po trans-
plantacii oblicky, najcastejSim typom liecby bola trojkombi-
nacia imunosupresiv — kortikoidy, mykofenolat sodny a ta-
krolimus (78,5 % pacientov). 12 pacientov malo funkénu
transplantovanu obli¢ku, 1 pacientka mala zlyhavajuci Step
a 1 pacient bol po zlyhani stepu v dosledku rekurencie IgAN
znovuzaradeny do hemodialyzacného programu. V skupi-
ne 2 mali vSetci pacienti stabilnu funkciu transplantovanej
oblicky, 88 % z nich malo Standardnu imunosupresivnu lie¢-
bu (kortikoidy, mykofenolat sodny a takrolimus) a doba od
transplantacie bola 1 — 83 mesiacov.

Na Statistické spracovanie sme pouzili Kruskal-Wallisov
test, Udaje sme spracovali programom SPSS1.

Vysledky

Priemerné sérové koncentracie Gd-IgA1 v skupinach 1,
2, 3 a 4 boli: 58,05 pg/l, 10,53 pg/l, 165,2 pg/l a 6,4 pg/l -
graf 1. Statisticky vyznamné rozdiely medzi vy$etrovanymi
skupinami a kontrolami a ani medzi jednotlivymi skupinami
pacientov sme nezistili.

Graf 1. Sérové koncentracie Gd-IgA1 (ug/l) v jednotlivych skupi-
ndch vysetrovanych pacientov (horizontalna Ciara vyjadruje medi-
an, Zlty ramcek 25 — 75. percentil a ¢ierna usecka 5 — 95. percentil
stanovenych hodnét, pacienti s hodnotami nad uvedené rozmed-
Zie st oznaceni kruzkom)
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Zvysené hodnoty Gd-IgA1 malo 6 pacientov (7 %) z celé-
ho suboru — jedna pacientka v skupine 1 a piati pacienti zo
skupiny 3. Koncentracie Gd-IgA1 u tychto pacientov dosa-
hovali 43 — 152-ndsobok priemernej koncentracie Gd-IgAT
u zdravych kontrol. V tabulke 2 uvadzame vybrané klinické
a laboratérne charakteristiky pacientov so zvySenymi séro-
vymi koncentraciami Gd-IgA1. U pacientky po transplantacii
oblicky bola koncentracia Gd-IgA1 stanovena v Case akutne-
ho zhorsenia funkcie Stepu. V histologickom vySetreni ne-
boli opisané patologické morfologické zmeny glomeruloy,
ale chyba nam imunofluorescenéné vysetrenie. U pacientky
2 s histologicky potvrdenou IgAN bol po redukcii imunosu-
presie pri stabilnom funkénom rendlnom naleze zaznamena-
ny vzostup sérového kreatininu a proteindrie. Pacienti 3 a 4
nemaju realizovanu renalnu biopsiu. U tychto pacientov moé-
Zu zvysené hodnoty Gd-IgA1 podporovat diagnézu IgAN. Pre-
kvapivé su ndlezy u pacientov 5 a 6, ktori maju biopticky po-
tvrdend FSGS a malé abnormality glomerulov s negativnou
expresiou IgA pri imunofluorescenénom vysetreni.

V prvej skupine boli dvaja pacienti so v€éasnym zlyhanim
transplantovanej oblicky v désledku rekurencie IgAN, u kto-
rych sa zvySené hodnoty Gd-IgA1 nepotvrdili.

Diskusia

Neinvazivne biomarkery IgAN by mohli potencialne viest
ku skorsej diagnostike ochorenia, k detailnejSiemu moni-
torovaniu klinického priebehu ako aj odpovede na liecbu.
Hlavnym kandidatom spomedzi tychto biomarkerov je Gd-
IgA1®. Moldoveanu a kol. vysetrili Gd-lgA1 ako diagnosticky
marker u pacientov s IgAN. Analyza ROCC (Receiver Opera-
ting Characteristic Curve) potvrdila senzitivitu 0,77 a Speci-
fickost 0,90 pri rozliseni pacientov s IgAN od zdravych kon-
trol®. Viaceré studie potvrdili zvySenie Gd-IgA1 u pacientov
s IgAN v porovnani so zdravymi kontrolami®. V naSom subo-
re pacientov sme toto pozorovanie nepotvrdili, Co vysvetluje-
me malym poctom pacientov s histologicky potvrdenou IgAN
a moznym vplyvom imunosupresivnej lieCby u Casti pacien-
tov. Zvysené hodnoty Gd-IgA1 boli opisané u pacientov kau-
kazského, azijského aj afrického pdvodu s variaciou u jednot-
livych pohlavi a etnickych skupin. ZvySené hodnoty Gd-IgAT
boli pozorované aj u 5 % zdravych jedincov®.

40 - 50 % prvostupniovych pribuznych chorych ma zvy-
Sené hodnoty Gd-IgA1 porovnatelné s hodnotami pacientov,
z ¢oho vyplyva vysoky podiel dedi¢nosti na tomto ochoreni

Tabulka 2. Klinické a laboratdrne charakteristiky pacientov so zvysenymi sérovymi koncentraciami Gd-IgA1

(Z,39r.) (Z,37r.) (M, 47 r.) (M, 43r.) (Z,35r.) M, 4r)
Gd-1gA1 (ug /1) 752,36 853,24 946,75 633,15 362,99 1285,17
tx oblicky ano nie nie nie nie nie
proteinuria (g/den) 0,3 2,78 3,4 2,5 34 0,93
S-kreatinin (umol/I) 159 232 209 125 105 29
doba sledovania (mesiace) 29 240 13 8 60 12
progresia choroby ano ano ano nie nie nie
2017 2017
scogegnder | BEPIOGOUCH | S | nems | ems | 213 meldbnomay
IF nerealizovana IF bez expresie IgA
imunosupresivna liecba prednizon, tgkrOIiml{s, prednizol6n nie nie nie prednizén
mykofenolat-mofetil

skratky: Tx — transplantdcia; IF — imunofluorescencné vysetrenie; FSGS — fokdlna segmentalna glomeruloskleréza
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ataktiez fakt, ze aberantna glykozylacia IgA1 predchadza kli-
nicky zjavnu chorobu a predstavuje dedicny rizikovy faktor
IgAN. Tento dedicny defekt vSak nepostacCuje na vyvolanie
IgAN, o ¢om sveddi aj to, Ze nie vSetky osoby so zvySenou
hodnotou Gd-IgA1 maju klinicki symptomatoldgiu renalneho
postihnutia a Ze pri poskodeni obliCiek sa uplatiuju aj dalSie
patofyziologické mechanizmy®. V naSom subore mame za-
radeny pribuzensky par rodi¢ — dieta, v ktorom prijemca ob-
licky ma IgAN. Ani jeden z vySetrovanych nema v sucasnos-
ti zvySené hodnoty Gd-IgA1, avSak je potrebné sledovanie
dynamiky koncentracii Gd-IgA1, pripadne aj inych neinvaziv-
nych markerov IgAN, ktoré uvadzame v tabulke 3. Pre skupi-
nu pacientov s kontraindikaciou renalnej biopsie, ako su pa-
cienti so solitarnou oblickou vratane zijucich darcov oblicky,
je dostupnost uvedenych vysetreni velmi vyznamna.

V suvislosti so zistenim zvySenej hodnoty Gd-IgA1 u pa-
cientov s inymitypmi glomerulopatii (FSGS a malé abnormali-
ty glomerulov) sme v literature nasli Gdaj o asocidcii nefritidy
a Gd-IgA1 komplexov u chorych s Henochovou-Schoenleino-
vou purpurou a IgAT myelémom(9. Pacient 6 ma v anamné-
ze potravinovu alergiu, ktord je spojena s poruchou slizni¢nej
imunity, a preto na zaklade literarnych tdajov mozno predpo-
kladat aj tento mechanizmus zvysenej produkcie Gd-IgA1®),

Podla Zhao a kol. su vysoké hodnoty sérového Gd-IgA1
asociované aj so zvySenym rizikom progresie ochorenia a ma-
ju prognosticky vyznam®, podla niektorych studii vsak séro-
vé hodnoty Gd-IgA1 nekoreluju s hodnotou proteinurie a s po-
klesom glomerulovej filtracie, ale percento Gd-lgA1/celkové
IgA koreluje s klinickymi faktormi nepriaznivej prognézy, kto-
rymi su pokles glomerulovej filtracie a zavaznost proteintrie®.

Jednym z cielov nasej studie bolo interpretovat hodnoty
Gd-IgA1 v skupine pacientov s IgAN po transplantacii oblicky,
ktori uzivaju imunosupresivnu liecbu. Je dokazané, ze imu-
nosupresivna terapia ovplyviuje hodnoty Gd-IgA1. Kim a kol.
(2016) hodnotili vplyv imunosupresivnej liecby na koncentra-
cie Gd-IgA1 po 3 a 6 mesiacoch od transplantdcie, pricom
po 3 mesiacoch bola imunosupresivna liecba redukovana.

Hodnoty Gd-IgA1 boli signifikantne nizsie po 3 mesiacoch
od transplantacie, po redukcii imunosupresivnej lieCby boli
hodnoty Gd-IgA1 po 6 mesiacoch signifikantne vyssie. Zme-
ny koncentracii Gd-IgA1 boli asociované hlavne so zmenami
v davkovani prednizénu". V ¢ase odberu krvnych vzoriek na
stanovenie Gd-IgA1 uzivalo prednizén 93 % pacientov v sku-
pine 1 a 92 % pacientov v skupine 2. Priemerna davka predni-
zénu bola 7,5 mg v oboch skupinach. VySetrenie Gd-IgA1 bo-
lo zrealizované iba raz, o povazujeme za nedostatok nasej
studie. Preto u nasich pacientov nemo6Zeme hodnotit vplyv
redukcie davky prednizénu na koncentraciu Gd-IgAT.

Rekurencia IgAN v transplantovanej oblicke po transplan-
tacii nie je zriedkava. Histologické znamky rekurencie mozno
néjst az u 60 % pacientov, pricom 25 % ma znamky dysfunk-
cie Stepu a u 5 % pacientov vedie rekurencia IgAN k strate
Stepu(?. Berthelot a kol. (2015) potvrdili, Ze pacienti s reku-
renciou IgAN po transplantdcii oblicky mali vy$sie koncentra-
cie Gd-IgA1 predtransplantacne ako transplantovani pacienti
bez rekurencie a ako kontrolna skupina pacientov(?. Pre na-
Su analyzu sme nemali k dispozicii predtransplantacné séra
na vySetrenie Gd-IgA1. V subore pacientov su dvaja pacienti
s rekurenciou IgAN, ktora viedla k zlyhaniu Stepu. Tito pacien-
ti nemali zvySené koncentracie Gd-IgA1. Niektori autori vS§ak
uvadzaju vyssiu prediktivhu hodnotu ostatnych biomarkeroy,
ako su napr. protilatky proti Gd-IgA1 a solubilné CD89 kom-
plexy. Prehl'ad tychto biomarkerov uvadzame v tabulke 3.

Yanagawa a kol. (2014) potvrdili signifikantne vys$sie hod-
noty sérovych anti-Gd-IgA1 IgG a IgA autoprotilatok u pacien-
tov s IgAN v porovnani s pacientmi s non-IgAN chronickou
oblickovou chorobou. 91 % pacientov s IgAN a normalnou
hodnotou Gd-IgA1 malo zvysené hodnoty anti-Gd-IgA1 IgG
autoprotilatok, produkcia autoprotilatok je preto pravdepo-
dobne nezavisla od koncentracie Gd-IgA1.

Sérové hodnoty anti-Gd-IgA1 IgA autoprotilatok koreluju
s intenzitou mezangialnych IgA depozitov a sérové hodnoty
IgG autoprotilatok su asociované s histologickym stupfiom
a so zavaznostou proteinurie(.

Tabulka 3. Biomarkery IgAN a ich klinické asocidcie (upravené podla Maixnarova a kol., 2076)

Sérové biomarkery

Gd-IgA1 korelacia s IgAN, predikcia progresie
anti-Gd-IgA1 1gA/IgG protilatky koreldcia s IgAN, predikcia progresie
CD89 inverznd korelacia s progresiou IgAN

Mocové biomarkery

solubilny transferinovy receptor

vyssie hodnoty u pacientov s IgAN a HSP nefritidou, hodnoty koreluju s proteindriou

al- a B2-mikroglobulin koreldcia s proteinuriou

molekula poskodenia obliciek-1 (KIM-1)

koreldacia s proteinuriou, spolu s hodnotou sérového kreatininu st asociované s horSou prognézou

interleukin-6/epidermalny rastovy faktor marker progresie IgAN

epidermalny rastovy faktor/monocytovy
chemotakticky protein

koreldcia s histologickou zavaznostou a renalnou prognézou

fraktalkin

korelacia s patogenézou imunokomplexami sprostredkovanej glomerulonefritidy

laminin G-like peptid (perlecan)

znizené hodnoty inverzne koreluju s histologickym nalezom

volné lahké retazce kappa

znizené hodnoty inverzne koreluju s histologickym nalezom

uromodulin zvy$ené hodnoty predikuji IgAN
al-antitrypsin zvy$ené hodnoty v mo¢i st asociované s nefrotickym syndrémom
podocalyxin asocidcia s histologickymi nalezmi poskodenia obli¢iek

lektin viazuci manézu

korelacia s funkciou obli¢iek a proteintriou

C4a desArg peptid

asociacia so zavaznostou histologickych zmien

HSP — Henoch-Schénleinova purpura
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Povodnépraice

Zaver

Stanovenie diagndzy IgAN, najCastejsSej primarnej glome-
rulonefritidy v adolescentnom a dospelom veku, vyzaduje
biopsiu obli¢ky. V klinickej praxi st velmi cenné neinvazivne
metody, ktoré slizia na monitorovanie aktivity choroby
a umoznuju individualizovat lieCbu a minimalizovat jej ne-
Ziaduce Ucinky. V praci poskytujeme literarny prehlad poten-
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