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Introducere

Glomerulopatiile sunt afectiuni anatomo-clinice care afecteaza in principal corpusculii
renali, cu afectarea tubilor, vaselor si interstitiului in plan secundar. Incidenta glomerulonefritelor
primitive este estimata la 57 de cazuri la 100.000 de locuitori in SUA, cu o mortalitate de 2,7 ori
mai mare decat in populatia generald.[1] Desi relativ rare, glomerulonefritele sunt a treia cauza de
boala cronica de rinichi (BCR) in SUA.[2] Termenul de glomerulopatii include diverse afectiuni
cu evolutie diferita si tratamente specifice. In prezent, biopsia renala este standardul de aur pentru
diagnosticul glomerulonefritelor. Principalii factori de prognostic includ indicii de cronicitate la
biopsie, valoarea creatininei la debut si raspunsul la tratament. Identificarea de noi metode de
diagnostic si factori de prognostic, inclusiv biomarkerii urinari, este o directie importantd de
cercetare, avand potentialul de a facilita diagnosticul precoce si stabilirea prognosticului in

glomerulopatii.

Partea generala

1. Biomarkeri urinari- generalitati

In 1998, Grupul de Lucru al Institutelor Nationale de Sanitate (NIH) a definit biomarkerii
ca fiind caracteristici obiectiv masurabile si evaluate ca indicii ai unor procese fiziologice,
patologice sau raspunsuri la interventii terapeutice. Acestia sunt utilizati pentru screening,
diagnostic, monitorizare si evaluarea raspunsului la tratament.[1] Descoperirea unui biomarker
nou implicd etape precum descoperirea, calificarea, verificarea, optimizarea tehnicilor de
laborator, validarea clinica si comercializarea.[3] Utilizarea biomarkerilor urinari are o istorie
indelungata, cu primele atestiri ce dateazi dinainte de era noastra. In prezent, albuminuria este
unul dintre cei mai frecvent folositi biomarkeri urinari, indicdnd disfunctii endoteliale in boli
cardiovasculare, nefropatie diabetica si glomerulonefrite.

Inspirandu-se de la succesul troponinei In diagnosticul precoce al sindromului coronarian

acut, cercetatorii 151 propun identificarea unui biomarker urinar specific pentru injuria renala acuta



(IRA), avand in vedere ratele ridicate de morbiditate si mortalitate asociate acestei afectiuni.

Diagnosticul se bazeaza in continuare pe cresterea creatininei serice, iar tratamentul, adesea tardiv,

se axeazd pe sustinerea functiilor vitale, ceea ce contribuie la ratele ridicate de morbiditate si

mortalitate asociate [RA. Creatinina serica, utilizata pentru calcularea ratei de filtrare glomerulara,

nu este un biomarker ideal, deoarece nivelul sdu poate fi influentat de factori precum varsta, sexul,

masa musculard, dieta, medicamentele si statusul de hidratare. In IAR, cresterea creatininei serice

apare de obicei tardiv, dupa distrugerea a mai mult de 50% dintre nefroni, si nu diferentiaza intre

tipurile de afectare renala. Astfel, identificarea timpurie a IAR Tnainte de dezvoltarea azotemiei

este esentiala pentru reducerea morbiditatii si mortalitatii.
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Sa fie relevanti pentru modificarile histopatologice ale afectiunii pentru care sunt
cercetati

Sensibilitate crescuta

Specificitate crescuta

Non-invazivi

Sa poata fi generalizati — indiferent de rasa, sex, regiune geografica

Determinare usoara in urina sau sange

Rapid de masurat

Cost scazut

Cresc rapid ca raspuns la injuria renala

. Sa identifice localizarea primara a injuriei (tub proximal, tub distal, interstitiu sau vas)
. Sa discrimineze intre afectarea acuta sau cronica (AKI, BCR sau BCR acutizata)

. Sa identifice cauza (sepsis, toxica, ischemica, boala cardiovasculara, nefropatie

diabetic, lupus, factori combinati)

Sa diferentieze subtipurile de injurie renala (prerenal, intrinsec renala sau obstructiva
post-renala)

Rol in stratificarea riscului

Rol in estimarea prognosticului (estimarea necesarului de dializa, durata spitalizarii,
mortalitate)

Monitorizarea raspunsului la tratament

Este stabil Tn timp indiferent de conditiile de temperatura si Ph




18. Nu prezinta interferente cu medicamente sau substante endogene.[3,4,5]

Tabel 1.1 Caracteristicile biomarkerilor urinari ideali in IAR si BCR

2. Imunitatea in glomerulonefrite

Glomerulonefritele (GN) sunt boli renale mediate imun, caracterizate de un dezechilibru
intre factorii pro-inflamatori si cei protectori. De obicei, etiologia GN este necunoscutd, cu
exceptia celor induse de infectii, medicamente sau neoplazii. In 2013, GN a fost a noua cauzi de
deces in SUA, conform Center for Disease Control and Prevention.[6] Afectarea glomerulara este
complexa, rezultdnd din interactiunea factorilor genetici si de mediu, iar raspunsul imun inadecvat
provoaca manifestari patologice. [7,8] Indiferent de cauza de baza, injuria glomerulara activeaza
o cale profibrotica comuna, care duce la atrofie tubulara, fibroza interstitiald si pierderea masei
nefronale. Raspunsul imun implicd mecanisme imune umorale si celulare, cu formarea de
complexe imune ce contin imunoglobuline si componente ale complementului, care se depun la
nivel glomerular sau se formeaza local in prezenta antigenului responsabil. Antigenele pot fi
constituenti ai glomerulului, proveni din circulatia sistemica sau pot fi antigene exogene

sechestrate la nivel renal.

2.1. Raspunsul imun inflamator

Expresia clinicd a raspunsului imun inflamator in glomerulonefrite se manifestd prin
hematurie dismorfa, proteinurie si scaderea ratei de filtrare glomerulard. Principalele
glomerulonefrite inflamatorii includ nefropatia cu IgA, nefrita lupica, GN asociate infectiilor,
vasculitele ANCA pozitive si GN membranoproliferative. Depunerea complexelor imune la nivel
subendotelial, mezangial sau pe membrana bazala glomerulard declanseaza raspunsul imun
inflamator. Exceptii sunt vasculitele ANCA pozitive si glomerulopatia cu C3, unde raspunsul imun
apare fard depunerea anticorpilor. Aceste procese duc la recrutarea celulelor proinflamatorii si la
injuria renala.[9]

Principalele celule implicate in raspunsul imun inflamator in glomerulonefrite sunt:
neutrofilele, monocitele/macrofagele, limfocitele T, trombocitele, si celulele rezidente renale

(celulele endoteliale, celulele mezangiale, celulele parietale epiteliale.
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Neutrofilele joacd un rol esential in patogenia glomerulonefritelor, fiind prezente precoce
in biopsiile renale ale pacientilor cu GN poststreptococica, GNMP, nefropatie cu IgA, nefrita
lupica si unele forme de GNRP. La nivel glomerular, neutrofilele interactioneaza cu celulele
endoteliale si devin active, eliberand specii reactive de oxigen si activind complementul, ceea ce
amplifica inflamatia si distruge peretele capilar. In formele severe de GN, cum sunt vasculitele
ANCA pozitive, neutrofilele genereaza "capcane" extracelulare care provoaca necroze vasculare.
[8]

Recrutarea monocitelor la nivel renal se produce prin interactiunea cu imunoglobulinele
depuse sau cu chemokine precum MCP-1, MIP-1-alfa, RANTES si MMP-9. Interactiunea dintre
MCP-1 si macrofage a fost intens studiatd, fiind consideratd de o deosebitd importantd pentru
diagnosticul precoce si ghidarea tratamentului in glomerulonefrite.

Macrofagele sunt implicate atat in raspunsul imun umoral, cat si in cel celular, fiind
principalele celule inflamatorii stimulate de limfocitele T in absenta anticorpilor. Ele produc specii
reactive de oxigen, enzime proteolitice si factori de crestere tisulari care stimuleazd formarea
semilunelor si procesele de fibrogeneza, contribuind la glomeruloscleroza.[8] Implicarea
macrofagelor in formarea semilunelor, asociate cu severitatea bolii si un prognostic prost, este
cruciala. Intr-un model experimental de boala Goodpasture, macrofagele reprezentau o proportie
semnificativd din celulele constituent ale semilunelor, provenind din interstitiul periglomerular
prin ruptura capsulei Bowman. [10,11] Macrofagele contribuie si ele la intretinerea inflamatiei si
proliferarea semilunelor prin eliberarea de factori de crestere, IL-1, TNF si TGF-beta. TGF-beta
joacd un rol crucial in activitatea si cronicizarea bolii, favorizand tranzitia semilunelor celulare in
semilune fibrocelulare si fibroase.

Macrofagele CD 163 +, o subclasa a macrofagelor, principalele celule producatoare de CD
163 sunt implicate, de asemenea, in procesele inflamatorii responsabile de aparitia
glomerulonefritelor, prezenta lor fiind descrisa in principal la nivelul leziunilor de necroza

fibrinoida si semilune. [12,13]

2.2. Raspunsul imuno noninflamator

Mecanismele imune non-inflamatorii se manifesta prin sindrom nefrotic pur, fara hematurie

sau cilindri hematici. Principalele cauze includ nefropatia membranoasa, nefropatia cu leziuni



minime si glomeruloscleroza focala si segmentard, denumite podocitopatii. In aceste afectiuni,
leziunea primara afecteaza podocitele, crescand permeabilitatea glomerulara. Mecanismele imune
implicate determind disfunctie podocitara fara a provoca inflamatie, fiind frecvent asociate cu
factori derivati din limfocitele T, agenti vasoactivi, complexul de atac al membranei si citokine
precum IL-13 si CLC-1.[8]

In nefropatia cu leziuni minime (NLGM), moleculele CD80 si ANGPTL-4 joaci un rol
crucial. CD80, activata de antigene bacteriene sau virale, perturba structura podocitelor, ducand la
proteinurie. ANGPTL-4, o glicoproteind produsd in exces de podocite, creste permeabilitatea
glomerulara si induce proteinuria.[8,14] In glomeruloscleroza focald si segmentard (GSFS),
factori precum CLC-1 si suPAR sunt implicati in patogeneza bolii, desi rolul suPAR ramane
controversat. [8,14] In nefropatia membranoasi (NM), rispunsul imun este declansat de
autoanticorpi care se leagd de antigene podocitare, activind complementul si provocand leziuni
podocitare. Principalii auto-anticorpi identificati sunt cei indrepati impotriva receptorului de
fosfolipaza A2 si cei indreptati impotriva trombospodinei. Activarea complexului de atac al
membranei (C5b-9) la nivelul podocitelor contribuie la aparitia proteinuriei prin stimularea
productiei de proteaze si citokine, reorganizarea citoscheletului si apoptoza podocitelor. Masurarea
nivelului urinar de C5b-9 sau excretia de podocite ar putea fi utila in diagnosticarea si

monitorizarea tratamentului in NM.[15,16,17]

3. Biomarkeri urinari in glomerulonefrite

3.1. Monocyte chemotactic protein 1

Cea mai celebra chemokina este poate MCP-1. Ea este formata din 76 de aminoacizi, are o
greutate moleculara de ~ 13 kDa si deriva dintr-un precursor de 99 aminoacizi prin clivaj
proteolitic. MCP-1 este produsa la nivelul mai multor celule: endoteliale, fibroblaste, musculare
netede, mezangiale, monocite/macrofage. Acestea din urma reprezinta sursa majora de MCP-
1.[18] Principalii stimuli ai productiei de MCP-1 sunt: citokine proinflamatorii (IL-1, IL-4, TNF-
a, IFN-y), factori de crestere (macrofage colony-stimulating factor (M-CSF), granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), PDGF, VEGF), lipopolizaharide, specii
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reactive de oxigen, molecule oxidate de LDL si complexe imune. In inhibarea expresiei MCP-1
au un rol important TGF-p, acidul retinoic, glucocorticoizii si estrogenul.

Expresia urinard a MCP-1 a fost intens studiata la pacientii cu vasculitd renald, o categorie
de afectiuni cu prognostic renal si vital rezervat. Studiile experimentale de la sfarsitul secolului 20
au ardatat ca nivelurile urinare de MCP-1 se coreleaza cu infiltratul macrofagic la nivelul
glomerulilor. [19] Tn vasculitele ANCA pozitive, factorii principali de prognostic vital includ
afectarea organelor tinta si nivelurile crescute de ANCA seric, in timp ce pentru prognosticul renal,
necesitatea dializei la diagnostic, raspunsul la terapia de inductie si frecventa recidivelor sunt
factori cruciali. Modificarile histopatologice cu valoare prognostica sunt: fibroza interstitiala si
glomeruloscleroza, dar rezultatele studiilor sunt in continuare controversate.

Studiile recente se concentreaza pe valoarea diagnostica si prognostica a MCP-1 urinar.
Cercetarile au aratat ca nivelurile crescute de MCP-1 urinar la pacientii cu vasculita renald activa
se coreleaza cu titrul ANCA si scorul BVAS, dar nu si cu proteinuria. MCP-1 urinar a fost
identificat ca un marker de prognostic nefavorabil, posibil reflectand inflamatia subclinica de lunga
durata sau afectarea tubulo-interstitiala. [20]

Nefropatia cu IgA este cea mai frecventd glomerulopatie, cu o evolutie variabila, de la
forme usoare la insuficienta renala cronica, afectand 25-40% dintre pacienti. Factorii principali de
prognostic includ proteinuria, tensiunea arteriala si creatinina serica. Scorul MEST-Oxford, bazat
pe modificari histopatologice, ofera informatii prognostice suplimentare. Depunerea mesangiala
de C4d este un factor de risc pentru progresia bolii renale. Excretia urinarda de MCP-1 la pacientii
cu nefropatie IgA se coreleaza cu fibroza interstitiald si scleroza glomerulara, fiind un marker
potential al inflamatiei tubulo-interstitiale si al severitatii bolii.[21]

MCP-1 este produs in principal de celulele tubulare epiteliale si interstitiale in cazul
pacientilor cu nefropatie cu IgA, iar proteinuria joaca un rol crucial in progresia bolii renale. MCP-
1 este crescut in nefropatia cu IgA si diabetica, fiind legat de proteinurie si infiltratul inflamator
tubulo-interstitial.[22] Totusi, studiile necesita mai multe corelari cu biopsii renale si includerea
unui numar mai mare de pacienti.

Rezultate similar s-au obtinut si n studiile realizate la pacientii cu nefropatie membranoasa.
Intr-un studiu publicat in 2004, efectuat pe 30 de pacienti cu nefropatie membranoasa cu punctie
biopsie renala, Yoshimoto si col. au aratat ca infiltratul inflamator interstitial cu macrofage CD68

pozitive pe PBR la momentul diagnosticului se asociaza cu evolutia spre boala renala in stadiu
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final. Macrofagele CD68-pozitiv interstitiale exprima MCP-1. Similar cu studiile efectuate pe
pacienti cu nefropatie cu IgA si proteinurie, expresia interstitiala a MCP-1 se asociaza cu progresia
leziunilor tubulo-interstitiale si cu evolutia nefavorabila. Tn plus, studiul sustine ca celulele ce
exprima receptorul CCR-2, principalul receptor pentru MCP-1 se regasesc in interstitiul renal
concomitent cu expresia MCP-1, receptorul CCR-2 este un factor de risc independent pentru

progresia spre boala renala n stadiu final.[23]

3.2. CD 163 solubil urinar

CD163 reprezinta o proteina transmembranara tip | cu greutatea moleculara de 130 kDa
situata la nivelul macrofagelor M2c responsabile de procesele reparatorii ale inflamatiei. Face
parte din superfamilia receptorilor scavenger tip B cu continut crescut de cisteina, fiind responsabil
de interactiunea cu complexele de hemoglobina-haptoglobina. [24] CD 163 se gaseste doar la
nivelul monocitelor-macrofagelor, in special la nivelul macrofagelor M2c. Expresia CD163 este
stimulata de glucocorticoizi, IL-6, IL-10, hem/hemoglobina si stresul oxidativ, iar IL-4,
lipopolizaharide, TNF-alfa si interferon y, CXC-chemokine ligand 4 si granulocyte—macrophage
colony-stimulating factor inhiba expresia receptorului CD163.[24,25]

Activitatea CD 163 solubil urinar a fost studiata in principal la pacientii cu vasculitda ANCA
pozitive si nefritd lupica, corelandu-se cu leziunile de necroza fibrinoida, si prezenta semilunelor
celulare, distingand cu acuratete intre pacientii cu activitate renala si cei aflati in remisiune. Astfel,
CD 163 solubil urinar reprezintd un candidat serios pentru diagnosticul precoce al pacientilor cu
vasculitda ANCA cu afectare renala.

Putine studii au urmarit rolul CD 163 solubil urinar la pacientii cu nefropatie cu IgA.
Rezultatele au aratat corelatii direct proportional cu nivelul proteinuriei pe 24 ore si creatinina
sericd, si invers proportional cu valoarea eRFG, hemoglobina si albumina sericd. De asemenea, a
fost analizatd concentratia CD 163 solubil urinar in functie de scorul MEST, pacientii cu
hipercelularitate mesangiald sau endocapilara, glomeruloscleroza sau leziuni tubulointerstitiale,
dar si cei cu semilune Tn > 25% din glomeruli inregistrdnd concentratii crescute urinare de CD
163 solubil. Din pacate, cresterea CD 163 solubil urinar nu poate discerne intre aceste modificari,
fiind crescut si in leziuni acute si in cele cronice, dar studiul sustine asocierea mai ales cu

severitatea leziunilor tubulo-interstitiale.[26]
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3.3. Neutrofil gelatinase-associated lipocalin urinara

NGAL reprezinta o proteind cu greutate moleculara de 25 kDa, ce face parte din familia
lipocalinelor. Mai este cunoscuta sub numele de lipocalina 2 sau siderocalina.

NGAL (Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin) apare in urina prin doua cai. Mai intai,
NGAL din sange este filtratd la nivel glomerular si apoi reabsorbita prin endocitoza in tubulii
proximali, facand ca NGAL-ul urinar sd fie mai putin influentat de sinteza extrarenald. NGAL
plasmatica este produsd in alte organe (pldmani, ficat), neutrofile si macrofage circulante in
conditii de stimulare specifica, ceea ce ii reduce capacitatea predictiva pentru afectiuni renale
comparativ cu NGAL-ul urinar. In prezenta unei leziuni tubulare, gena NGAL din celulele
epiteliale tubulare este stimulatd, ducand la o crestere a concentratiei urinare de NGAL.[27]

La nivel renal, NGAL joaca un rol protector prin legarea fierului si transferul acestuia catre
celulele epiteliale tubulare proximale. De asemenea, NGAL este implicatd in sistemul imunitar
inndscut, inhiband cresterea bacteriana prin legarea complexului siderofore-fier, care este o sursa
principala de fier la nivel renal. NGAL este, de asemenea, implicata in etapele initiale de maturare
a neutrofilelor.[28]

Desi NGAL pare sa fie un biomarker esential pentru diagnosticul precoce al IAR, exista studii
care sustin importanta sa si in diagnosticul si monitorizarea glomerulonefritelor. Nivelele medii
ale NGAL urinar la pacientii cu GN inregistreaza valori de 5 ori mai mari decat indivizii sanatosi
si de 30 de ori mai scazute decat la pacientii cu IAR. Prezenta leziunilor tubulare asociate
modificarilor glomerulare determind secretie de NGAL. Proteinuria are efecte toxice asupra
celulelor tubulare epiteliale, stimuland secretia locala de NGAL.[29]

In vasculitele ANCA, NGAL este sintetizat atat la nivelul nivelul neutrofilelor si monocitelor,
dar si la nivelul celulelor tubulare. In nefropatia membranoasi (NM), concentratia de NGAL urinar
este mai mare la pacientii nefrotici comparativ cu cei cu proteinurie subnefrotica.[30] Rezultate
similare sunt observate si in alte nefropatii glomerulare.

NGAL urinar este un marker util pentru detectarea timpurie a afectarii tubulare si in
nefropatia cu IgA. Desi nu existd markeri de prognostic bine stabiliti pentru aceasta boald, NGAL

urinar poate umple acest gol. Studiile arata cd NGAL urinar se coreleaza cu leziunile tubulo-
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interstitiale precoce (stadiile II si III), dar nu reflecta afectarile avansate. De exemplu, un studiu
din 2007 a aratat ca NGAL urinar este un indicator timpuriu, dar nu se coreleaza cu stadiile

avansate ale afectarii. [31]

Partea speciala

4. Ipoteza de lucru si obiective generale

Glomerulopatiile sunt afectiuni care afecteaza in principal corpusculii renali, avand impact
secundar asupra tubilor, vaselor si interstitiului. In SUA, glomerulonefritele primitive au o
incidenta de 57 cazuri la 100.000 de locuitori si sunt a treia cauza de boalad cronica de rinichi
(BCR).[2] Diagnosticul principal se face prin biopsie renald, dar exista riscuri asociate. Cercetarile
recente indicd biomarkerii urinari, precum MCP-1, CD 163 solubil si NGAL, ca fiind utili in
diagnosticarea si monitorizarea glomerulonefritelor, avand o valoare predictiva semnificativa.
Studiul urmareste sa evalueze rolul acestor biomarkeri, sa coreleze valorile lor cu modificérile
histopatologice, parametrii clinici si linia terapeutica aleasa si sa dezvolte un protocol de diagnostic

si tratament personalizat bazat pe acesti biomarkeri.

5. Metodologia generala a cercetarii

Pacienti

Am condus un studiu retrospectiv observational unicentric pe un grup de 70 de voluntari
impartiti in 3 loturi: lotul A — 42 de pacienti cu patologie glomerulard (nefropatie cu IgA,
glomerulonefritd pauciimuna, glomerulonefritd membranoproliferativa, nefropatie glomerulara cu
leziuni minime, nefropatie membranoasa, glomeruloscleroza focala si segmentard ); lotul B- 8
pacienti cu afectare renala de tip nefropatie hipertensiva/boala membranelor bazale subtiri si lotul

C — lotul control ce contine 20 de voluntari sandtosi . Pacientii au fost internati in perioada 2018-
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2024 in Spitalul Clinic de Nefrologie “Dr Carol Davila”, Bucuresti, Romania. Inrolarea pacientilor
s-a realizat dupd semnarea formularului de consimtamant informat, iar toate procedurile de studiu
s-au desfasurat respectand principiile declaratiei de la Helsinki. Studiul a fost aprobat de Comisia
de Etica a Spitalului Clinic de Nefrologie Dr Carol Davila.

Datele clinice si paraclinice colectate la momentul includerii in studiu au fost obtinute din
documentele referitoare la istoricul medical al pacientilor (bilete de iesire anterioare, analize
medicale, consulturi in ambulatoriul de specialitate etc), foile de observatie din perioada internarii.

Toti pacientii au efectuat punctie biopsie renala ca metoda de diagnostic. S-au recoltat
probe de urina sterild in dimineata efectudrii biopsiei renale, din jetul mijlociu in recipiente sterile.

Probele au fost centrifugate si depozitate la -20 grade pana au fost prelucrate.

Criterii de includere:
e Pacienti cu diagnostic de glomerulonefrita la rezultatul punctiei-biopsie renala.
o Date clinice si de laborator complete

e Varsta> 18 ani

Criterii de excludere:
o Pacienti cu date clinice sau de laborator incomplete
e Pacienti cu urmatoarele diagnostice histopatologice: nefropatie diabeticd, amiloidoza
renald, nefropatie cu cilindri, nefritd lupica.
» Pacienti cu uroculturi pozitive (prezenta bacteriilor in urind modifica concentratiile MCP-

1 urinar)

Punctia biopsie renala

Punctia biopsie renala s-a realizat cu anestezie locala si ghidaj ecografic, dupa obtinerea
consimtdmantului informat al pacientului, fiind necesarda pentru diagnosticul patologiei
pacientului. Probele obtinute au fost examinate la microscopie optica, microscopie electronica si
in imunofluorescenta pentru detectarea urmatorilor reactanti: albuminad, IgA, 1gG, IgM, Clq, C3c,
lanturi kappa si lambda usoare.

Urmatoarele date histopatologice au fost colectate dupa interpretarea biopsiilor: data

efectuarii biopsiet, rezultatul histopatologic, numarul glomerulilor afectati, procentul de glomeruli
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cu scleroza, procentul atrofiei tubulare si fibrozei interstitiale, prezenta semilunelor, prezenta

proliferarii endocapilare.

Prelucracrea probelor de urina

S-au recoltat probe de urina sterila in dimineata efectudrii biopsiei renale, din jetul mijlociu
in recipiente sterile. Probele au fost centrifugate si depozitate de -20 grade pana au fost prelucrate.
Am lucrat biomarkerii urinari (MCP-1, CD 163 solubil urinar, NGAL urinar) din aceleasi probe

urinare folosind teste Elisa (Quantikinine R&D Systems Minneapolis, USA).

Analiza statistica:
o Statisticile descriptive vor fi utilizate pentru a rezuma datele.
e Doua medii au fost comparate folosind testul t pentru date independente.
o Corelatiile Intre nivelurile urinare de MCP-1 si parametrii clinici/istorici vor fi analizate
utilizand coeficientii de corelatie Pearson sau Spearman, in functie de distributia datelor.
e Se va efectua o analiza de regresie liniarda multipla pentru a identifica capacitatea MCP-1,
CD 163 solubil si NGAL urinari in prezicerea rezultatului histopatologic.

o Semnificatia statistica va fi stabilita la p < 0,05

6. Studiul 1: Rolul MCP-1 in diagnosticul si tratamentul precoce al

glomerulonefritelor

Prelucrarea probelor pentru determinarea concentratiei urinare a MCP-1
Probele de urina au fost prelucrate cu teste ELISA conform indicatiilor producatorului

(Quantikinine R&D Systems Minneapolis, USA).
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Fig. 6.1 Concentratia medie de MCP-1 urinar normalizat la creatinina urinara intre cele 3
loturi de pacienti
Analiza statistica a ardtat o diferenta semnificativa statistic in ceea ce priveste concentratia
de MCP-1 urinar in cele 3 loturi de pacienti. Pacientii din lotul A au Inregistrat o concentratie
medie de 736.28 £ 775.4 pg/mg creatinind, semnificativ mai mare comparativ cu pacientii din
lotul B (119.2 +58.13 pg/mg creatinind) si cu pacientii din lotul C (104.24 + 85.18 pg/g creatinind),
p<0.001.

MCP-1(pg/mg Deviatie
n  creatinind) standard
NGLM 9 827.31 943.77
nefropatie cu IgA 15 617.54 742.65
nefropatie 10 792.4 931.68
membranoasa
GN pauciimuna 4 1118.43 368.66
GN 3 493.94 415.66

membranoproliferativa
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GSFS

nefropatie cu

membrane bazale subtiri
nefropatie hipertensiva
control

Total

20

70

335.34

120.59

115.04

104.24

485.17

NaN

60.83

71.45

85.18

674.96

Tabel 6.1 Distributia pacientilor dupa rezultatul biopsiei renale si valoarea medie a MCP-1

urinar

Valoarea medie a concentratiei urinare a MCP-1 a fost mai mare la pacientii care au prezentat

semilune pe biopsie comparativ cu cei fara semilune (878.59 + 413.49, fatd de 513.24 + 695.93)

dar diferenta nu a fost semnificativa statistic, p=0.121. Concentratia urinara a MCP-1 pare a fi

asociata cu severitatea infiltratului inflamator interstitial, acest lucru fiind semnificativ statistic.

Pacientii fara infiltrat inflamator au niveluri mult mai mici de MCP-1 urinar. Alte modificari

histopatologice (proliferare endocapilara si mezangiald) nu prezinta asocieri semnificative statistic

cu nivelurile de MCP-1 urinar.

Tratamentul initial al pacientilor din lotul A a fost urmatorul (tratamentul a fost administrat

anterior rezultatului PBR):

Numar | U MCP-1/U creatinina pg/mg | Valoare p
pacienti
Corticoterapie da 32 874.09 + 803.73pg/mg P=0.038
nu 10 295.3 £ 479.96 pg/mg
Ciclofosfamida | da 14 803.33 £ 881.09 pg/mg P=0.7
nu 18 888.03 £ 613.72 pg/mg

Tabel 6.2 Valoare medie a MCP-1 urinar la pacientii din lotul A in functie de tratamentul urmat
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7. Studiul 2: Rolul CD163 solubil urinar in diagnosticul si tratamentul

precoce al pacientilor cu glomerulonefrite

Prelucrarea probelor pentru CD163 solubil urinar

Pentru determinarea concentratiei CD 613 solubil urinar am folosit teste ELISA
(Quantikinine R&D Systems Minneapolis, USA). Kitul nu a fost validat pentru probele urinare,
dar kituri similare de la acelasi producator au mai fost folosite in alte studii clinice, dar cu dilutii

diferite ale probelor. Am diluat probele de urind 1:2, apoi am continuat conform indicatiilor

producatorului.
p=0.011
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Fig. 7.1 Concentratia medie a CD 163 solubil urinar normalizat la creatinind la pacientii
din cele 3 loturi de pacienti

Analiza statisticd a aratat o diferenta semnificativa statistic in ceea ce priveste concentratia
de CD 163 solubil urinar in cele 3 loturi de pacienti. Pacientii din lotul A au inregistrat o
concentratie medie de CD 163 solubil urinar/creatinina urinard de 10.36 + 14.89 ng/mg creatinina,
semnificativ mai mare comparativ cu pacientii din lotul B (1.61 + 0.45 ng/mg creatinina) si cu

pacientii din lotul C (1.47 + 0.79 ng/mg creatinind), p=0.01.
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CD 163 solubil

urinar/creatinind  Deviatie
Frecventa ng/mg standard
CD 163 solubil control 20 1.47 0.79
urinar/creatinina
urinara ng/mg
nefropatie cu IgA 15 4.2 4.14
nefropatie 10 16.56 18.11
membranoasa
NGLM 9 8.83 6.32
nefropatie cu membrane 6 1.75 0.44
bazale subtiri
GN pauciimuna 4 10.84 9.36
GN 3 26.45 42.02
membranoproliferativa
nefropatie hipertensiva 2 1.19 0.07
GSFS 1 4.26 NaN

163 solubil urinar normalizat la creatinina

19

Tabel 7.1 Distributia pacientilor dupa rezultatul biopsiei renale si valoarea medie a CD

In sub-lotul de pacienti cu sindrom nefritic/sindrom nefritic-nefrotic (31 pacienti — 8
pacienti din lotul B, restul din lotul A) — concentratia urinarda a CD 163 solubil urinar este mai mare
la pacientii care prezinta semilune la rezultatul biopsiei renale (21.28 + 27.34 ng/mg creatinind)
comparativ cu pacientii fara semilune (2.9 + 3.09 ng/mg creatinind), diferenta fiind semnificativa
statistic, p=0.002. Nivele urinare crescute de CD 163 solubil urinar s-au Inregistrat la pacientii cu
leziuni active de tip semilune si proliferare endocapilara (rezultate semnificative statistic).

Leziunile de proliferare mezangiald nu modifica nivelul urinar de CD 163 solubil, deci sursa



macrofagelor este mai degraba din semilune sau proliferarea endocapilara. Severitatea infiltratului

inflamator interstitial nu se coreleaza cu nivelul de CD 163 solubil urinar, dar absenta lui se

asociaza cu cele mai mici concentratii urinare, diferenta nefiind semnificativa statistic.

Numar | CD163 solubil urinar/U creatinine | Valoare p
pacienti | ng/mg
Corticoterapie da 32 12.56 £ 16.47pg/mg P=0.087
nu 10 3.32 £ 2.14 pg/mg
Ciclofosfamida | da 14 14.56 + 20.22 pg/mg P=0.17
nu 18 7.29 + 6.44 pg/mg

Tabel 7.3 Concentratia CD 163 solubil urinar normalizata la creatinina urinara in functie

de tratamentul de inductie

8. Studiul 3: Rolul NGAL urinar in diagnosticul si tratamentul precoce al

pacientilor cu glomerulonefrite

Prelucrarea probelor pentru NGAL

Probele de urind au fost prelucrate cu teste ELISA conform indicatiilor producétorului

(Quantikinine R&D Systems Minneapolis, USA).
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Fig 8.1 Valoarea medie a NGAL urinar normalizat la creatinina la pacientii din cele 3 loturi

Analiza statisticd a ardtat valori mai mari ale NGAL urinar la pacientii din lotul A

comparativ cu pacientii din lotul B sau cei din lotul C (6.73 + 8.02 ng/mg creatinind fata de 2.05

+2.1 ng/mg creatinind, respectiv 1.8 = 1.5 ng/mg creatinind), p=0.01.

NGAL
urinar/creatinind  Deviatie
Frecventa urinard ng/mg standard
control 20 1.8 15
nefropatie cu IgA 15 4.12 3.61
nefropatie 10 8.58 11.3
membranoasa
NGLM 9 7.96 9.5
Nefropatie cu 6 2.46 2.28
membrane bazale
subtiri
GN pauciimuna 4 7.47 8.74

Tabel 8.1 Distributia pacientilor dupa rezultatul biopsiei renale si valoarea medie a NGAL

urinar
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GN 3 6.45 8.65

membranoproliferativa
nefropatie hipertensiva 2 0.81 0.95

GSFS 1 141 NaN

Valorile cele mai ridicate ale NGAL urinar le inregistreaza nefropatiile care evolueaza cu
sindrom nefrotic (nefropatie membranoasa, NGLM, GSFS). Dintre patologiile care evolueaza cu
sindrom nefritic GN pauciimuna si GN membranoproliferative au prezentat cele mai mari valori.

In sub-lotul de pacienti cu sindrom nefritic/sindrom nefritic-nefrotic (31 pacienti — 8
pacienti din lotul B, restul din lotul A) — concentratia urinara a NGAL urinar este mai mare la
pacientii care prezintd semilune la rezultatul biopsiei renale (8.56 = 8.55 ng/mg creatinind)
comparativ cu pacientii fara semilune (3.1 + 2.78 ng/mg creatinind), diferenta semnificativa
statistic, p<0.01 precum si la cei cu proliferare endocapilara (8.43 + 8.23 ng/mg creatinina fata de
3.13 + 3.03 ng/mg creatinind), p=0.013. Prezenta infiltratului inflamator interstitial important se

coreleaza cu cele mai mari valori ale NGAL urinar.

Desi pacientii care au primit corticoterapie la diagnostic (pand la primirea rezultatului

PBR) au valori mai mari decat cei netratati, diferenta nu este una semnificativa statistic.

Numar | NGAL urinar/creatinina  urinara | Valoare p

pacienti | ng/mg

Corticoterapie da 32 7.73 £ 8.88 ng/mg P=0.149
nu 10 3.52 + 2.58 ng/mg
da 14 7.12 + 10.28 ng/mg

Tabel 8.3 Valorile medii ale NGAL urinar normalizat la creatinind urinara in functie de

tratamentul initial la pacientii din lotul A

22



9. Concluzii si contributii speciale

9.1 Concluzii

Cercetarile conduse pand acum au incercat sa gaseasca corelatii diagnostice si prognostice
intre diferiti biomarkeri urinari si diferite tipuri de glomerulonefrite.

Studiul a cuprins o gama larga de patologii renale: patologii asociate cu sindrom nefritic (GN
pauciimund, GN membranoproliferative, nefropatia cu IgA), patologii asociate cu sindrom nefrotic
(NGLM, nefropatie membranoasa, GSFS) — lotul A de pacienti, patologii renale cronice care
evolueaza lent si nu necesitd tratament imunosupresor (boala membranelor bazale subtiri,
nefropatie hipertensiva) — lotul B.

Studiul de fata a avut ca principale obiective corelarea concentratiilor urinare pentru MCP-1,
CD 163 solubil urinar si NGAL si diferitele tipuri de glomerulonefrite, dar si cu severitatea
leziunilor active/cronice decelate la punctia biopsie-renald. Am incercat sa gasim corelatii cu
urmatoarele tipuri de leziuni active: prezenta semilunelor, prezenta proliferarii endoteliale, a
proliferarii mezangiale si a infiltratului inflamator interstitial, dar si cu scorul de cronicitate
calculat pe baza severitatii glomerulosclerozei si a atrofiei tubulare/fibrozei interstitiale. Dintre
parametrii clinici, am urmadrit corelatiile cu valoarea creatininei, valoarea proteinuriei si
prezenta/absenta sindromului nefrotic la debut. In literatura de specialitate nu exista valori cut-off
pentru MCP-1 si CD 163 solubil urinar, unele studii incercand sa stabileascd independent valori
cut-off potrivite pentru fiecare biomarker.

Pacientii din lotul de studiu A au inregistrat valori crescute pentru toti cei trei biomarkeri
urinari comparativ cu pacientii din lotul B sau grupul control, obtinand valori semnificative
statistic. Desi ne asteptam la valori crescute la pacientii din lotul control, rezultatele studiului au
ardtat valori similare in ceea ce priveste concentratia urinard a celor 3 biomarkeri intre lotul B de
pacienti si lotul control, astfel: MCP-1 (119.2 + 58.13 pg/mg creatinind fatd de 104.24 + 85.18
pg/g creatinind), CD 163 solubil urinar (1.61 + 0.45 ng/mg creatinina fatd de 1.47 + 0.79 pg/mg
creatinind) si NGAL (2.05 +£2.1 ng/mg creatinind, fatd de 1.8 + 1.5 ng/mg creatinind). Acest aspect
ar putea indica utilitatea biomarkerilor in diferentierea pacientilor la care se impune efectuarea
biopsiei renale, in special la categoriile de pacienti aflati la risc (pacienti cu rinichi unic chirurgical,

pacienti cu risc crescut de sangerare, etc).
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Studiul nostru confirma cercetarile anterioare care au ardtat niveluri ridicate de MCP-1 urinar
la pacientii cu vasculitd renald activa. Desi cele mai mari niveluri au fost observate la pacientii cu
glomerulonefritd pauci-imund, diferentele nu au fost statistic semnificative. La pacientii cu
semilune renale, MCP-1 urinar a fost mai ridicat, dar fard semnificatie statistica, similar
rezultatelor lui Takashi Wada.[32] Spre deosebire de studiile anterioare, pacientii cu sindrom
nefrotic din studiul nostru au avut niveluri crescute de MCP-1 urinar, sugerand ca sursa ar putea fi
celulele tubulare epiteliale afectate de proteinuria crescutd. Totusi, sunt necesare studii
suplimentare pentru a confirma aceste constatari.

Concentratiile urinare de MCP-1 s-au asociat cu severitatea infiltratului inflamator
interstitial descris pe biopsie la pacientii inclusi in studiul nostrum. In concordanti cu cercetirile
anterioare, MCP-1 este produs de macrofagele infiltrative in leziunile renale si de celulele
rezidente renale (celule tubulare epiteliale, celule parietale), dar nu poate diferentia intre diversele
tipuri de leziuni renale. Proteinuria, un factor important in progresia bolilor renale, poate induce
productia de MCP-1 la nivelul celulelor tubulare epiteliale, explicand valorile crescute ale MCP-
1 urinar la pacientii cu sindrom nefrotic inclusi in studiu, care nu prezentau nici leziuni active, nici
scoruri de cronicitate crescute. Studiile sustin cd MCP-1 ar putea fi un marker timpuriu al leziunilor
tubulare, asociat cu sindromul nefrotic, si ca proteinuria in sine stimuleazd sinteza MCP-1,
contribuind la progresia inflamatiei si leziunilor renale.

Studiul a aratat ca pacientii cu glomerulonefrite care au avut niveluri ridicate de MCP-1
urinar au primit corticoterapie inca de la debut, Tnainte de confirmarea histopatologica, sugerand
cd MCP-1 urinar este asociat cu formele mai agresive de boala. Concentratiile crescute de MCP-1
pot ajuta la identificarea pacientilor care necesitd biopsie renald si un tratament intensiv. Totusi,
studiul nu a urmarit pacientii pe termen lung pentru a evalua valoarea prognostica a MCP-1 in
raspunsul la tratament si progresia bolii renale.

Daca sursa MCP-1 este la nivelul mai multor tipuri de celule (macrofage, tubulare epiteliale,
mezangiale), CD 163 solubil este secretat doar la nivelul macrofagelor M2c. Studiile au ardtat
prezenta macrofagelor M2c la nivelul leziunilor de necroza fibrinoida mai ales, dar si la nivelul
semilunelor celulare, sugerand implicarea acestora in patogeneza leziunilor glomerulare in cadrul
vasculitelor ANCA pozitive.[33]

Rezultatele studiului au aratat concentratii urinare crescute de CD 163 in cazul pacientilor

cu semilune (21.28 + 27.34 pg/mg creatinine fatd de 2.9 + 3.09, p <0.001), dar si la cei cu leziuni
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de proliferare endocapilara (18.63 + 28.84 ng/mg creatinina fatd de 3.53 = 3.76 ng/mg creatinine,
p=0.012), infiltratul inflamator si proliferarea mezangiala neinfluentdnd concentratia acestui
biomarker, ceea ce sustine concluziile studiului publicat de Lei Zhao si col. Spre deosebire de
MCP-1 care este produs si la nivel interstitial, producerea CD-163 depinde de prezenta
macrofagelor M2c. [33]

Studiul a aratat ca cele mai ridicate valori ale CD-163 solubil urinar au fost observate la
pacientii cu nefropatie membranoproliferativd, nefropatie membranoasa si glomerulonefrita pauci-
imund. Cu toate acestea, valorile au fost similare intre diferitele tipuri de glomerulonefrite,
sugerand cd CD-163 solubil urinar poate sd nu fie un biomarker distinctiv pentru aceste afectiuni.
CD 163 solubil urinar crescut la pacientii cu nefropatie membranoasa sugereaza rolul macrofagelor
M2c in patogenia acestei patologii. De asemenea, metodologia de masurare si dimensiunea redusa
a lotului de pacienti ar putea limita concluziile. Studiile viitoare pe grupuri mai mari $si omogene,
precum si investigarea altor biomarkeri, sunt necesare pentru a clarifica rolul CD-163 solubil
urinar.

Concentratiile urinare ale CD 163 solubil nu se coreleaza cu valoarea creatininei, a
proteinuriei de la debut sau cu scorul de cronicitate calculat pe baza biopsiei, dar se coreleaza
pozitiv cu prezenta leziunilor active (proliferare endocapilara, semilune) — am obtinut corelatii
semnificative statistic.

Pacientii cu niveluri ridicate de CD-163 solubil urinar au primit un tratament mai agresiv,
inclusiv corticoterapie si ciclofosfamida, chiar inainte de obtinerea rezultatelor histopatologice.,
desi diferentele nu au fost semnificative statistic. Valorile crescute ale CD-163 si MCP-1 urinar au
fost asociate cu necesitatea unui tratament imunosupresor mai intens. Acesti biomarkeri ar putea
fi utili in identificarea formelor mai severe de boald glomerulard si in ghidarea deciziilor
terapeutice timpurii, dar sunt necesare studii suplimentare pentru a valida relevanta lor clinica si
statistica.

Cei doi biomarkeri reprezinta 2 fatete ale aceluiasi proces inflamator- MCP-1 este secretat de
leucocite si celulele tubulare renale ca raspuns la factori inflamatori, si are rol chemotactic pentru
macrofage care vor exprima CD163.

Sursa renald a NGAL o reprezintd productia la nivelul celulelor tubulare epiteliale, care
stimulate in anumite conditii (ex. proteinurie semnificativa) sau prin scdderea reabsorbtiei la

nivelul tubului contort proximal, dar si la nivelul neutrofilelor la pacientii cu vasculita ANCA.[34]
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Rezultatele studiului au ardtat valori mai crescute ale NGAL urinar la lotul de pacienti A
comparativ cu pacientii din lotul B sau lotul control (6.73 £+ 8.02 pg/mg creatinind fata de 2.05
+2.1 pg/mg creatinina respectiv 1.8 + 1.5 pg/mg creatinind), p=0.01. Concentratia NGAL urinar
nu s-a corelat nici cu valoarea creatininei la debut, nici cu valoarea proteinuriei.

Similar rezultatelor obtinute la ceilalti doi biomarkeri urinari, am obtinut concentratii crescute
ale NGAL la pacientii cu nefropatie membranoasa (8.58 = 11.3 pg/mg creatinind), NGLM (7.96 +
9.5 pg/mg creatinind), GN pauciimuna (7.47 + 8.74) si GN membranoproliferativa (6.45 + 8.65
pg/mg creatinini), rezultatele fiind similare intre cele 4 patologii. In cazul patologiilor care
evolueaza cu sindrom nefrotic, sinteza de NGAL este stimulatd la nivelul celulelor tubulare
epiteliale de proteinuria crescutd. Pacientii cu sindrom nefrotic si cei cu sindrom nefritic-nefrotic
au inregistrat valori mai mari ale concentratiei urinare a NGAL comparativ cu cei cu sindrom
nefritic.

La analiza statistica in functie de prezenta leziunilor active, concentratia urinard a NGAL s-
a corelat cu prezenta semilunelor, prezenta proliferdrii endocapilare si severitatea infiltratului
inflamator interstitial, rezultatele fiind semnificative statistic si nu s-a asociat cu scorul de
cronicitate.

Nivelul NGAL urinar nu s-a corelat cu tipul de tratament primit la debut, desi pacientii care
au primit corticoterapie si/sau ciclofosfamida au inregistrat valori mai mari (7.73 + 8.88 ng/mg,
respective 7.12 + 10.28 ng/mg fatd de 3.52 + 2.58 ng/mg, respectiv 6.4 + 6.87 ng/mg).

Rezultatele corelatiei Pearson arata cd exista o corelatie pozitiva, intre nivele urinare de MCP-
1, NGAL si CD 163 solubil, analizate cate doua.

Analiza prin regresie logistica a aratat ca asocierea dintre creatinind serica, albumind serica,
valoarea proteinuriei, concentratiile urinare ale celor 3 biomarkeri poate prezice rezultatul
histopatologic (NGLM sau nefropatie cu IgA), dar, analizate separat niciuna dintre variabile nu
mai indeplinesc putere statistica.

Sunt necesare studii pe cohorte mai mari de pacienti care sa confirme valoarea diagnostica si
prognosticd a celor trei biomarkeri urinari la pacientii cu glomerulonefrite si pentru stabilirea

valorilor normale.
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8.1 Contributii personale

Studiul a demonstrat asocierea nivelurilor urinare ale biomarkerilor MCP-1, NGAL si CD
163 solubil cu afectarea renald de tip glomerular. Acesti biomarkeri pot ajuta la trierea pacientilor
cu sindrom nefritic care ar beneficia de o biopsie renala. MCP-1 s-a corelat cu severitatea
infiltratului inflamator interstitial, CD 163 solubil cu prezenta semilunelor si proliferarea
endocapilara, iar NGAL cu toate cele trei leziuni active. Totusi, acesti biomarkeri nu au reusit sa
diferentieze intre diferitele tipuri de glomerulonefrite. De asemenea, am intdmpinat dificultati in
gisirea unor kituri ELISA validate pentru masurarea CD 163 solubil in urina. In plus, datele au
ardtat valori crescute ale CD 163 solubil urinar la pacientii cu sindrom nefrotic, sugerand
implicarea macrofagelor M2c in patogenia acestor patologii. Avand in vedere costurile ridicate
ale reactivilor, acesti biomarkeri nu pot fi lucrati de rutind la momentul actual.

Sunt necesare studii suplimentare pe cohorte mai mari pentru a stabili valorile normale si

rolul acestor biomarkeri in diagnosticul si tratamentul glomerulonefritelor.
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