PRZEGL EPIDEMIOL 2009; 63: 103 - 106

Leczenie chorob zakaznych

Tadeusz Wojciech Lapinski, Magdalena Rogalska-Plonska, 'Jolanta Czajkowska,
Robert Flisiak

WPLYW KRIOGLOBULINEMII NA FUNKCJE NEREK WSROD OSOB
PRZEWLEKLE ZAKAZONYCH HCV

INFLUENCE OF CRYOGLOBULINAEMIA ON RENAL FUNCTION IN PATIENTS
WITH CHRONIC HCV INFECTION

Klinika Chordb Zakaznych i Hepatologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku
Kierownik: Robert Flisiak
"Laboratorium Diagnostyczne Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego w Biatymstoku
Kierownik: Jolanta Czajkowska

STRESZCZENIE

Zakazenie HCV czesto jest przyczyna krioglobu-
linemii charakteryzujacej si¢ obecnos$cia w surowicy
immunoglobulin ulegajacych krioprecypitacji w niskich
temperaturach. Odktadanie si¢ krioprecypitatdéw w na-
czyniach klebuszkéw nerkowych moze spowodowaé
rozwoj bloniastego, rzadziej mezangialnego ich zapa-
lenia i w konsekwencji doprowadzi¢ do niewydolnosci
nerek.

Celem badan byta ocena wsrdod przewlekle zakazo-
nych HCV obecnosci i rodzaju krioglobulin oraz wplyw
tej patologii na czynnos¢ nerek.

Chorzy i metody. Badaniami objgto 36 chorych (
9 kobiet i 27 mezczyzn) w wieku, §rednio 38 lat, prze-
wlekle zakazonych HCV.

Obecnos¢ i rodzaj krioglobulin okreslano w surowi-
cy metoda elektroforezy, a nastgpnie immunofiksacji na
kriozelu metoda Bence Jones (Sebia, Francja). Funkcje
nerek oceniono na podstawie stezenia mocznika i kre-
atyniny w surowicy, wielkosci przesaczania klgbusz-
kowego (GFR) oraz stezenia w surowicy cystatyny C
metoda immunoenzymatyczna.

Wyniki. Krioglobulinemia wystgpowata znamiennie
czg$ciej wérdd zakazonych genotypem 1 niz 3 (71% vs.
39%:; p<0,05). Czgstos¢ wystepowania krioglobulinemii
typu II i III byta poréwnywalna. Sposrod tancuchow
cigzkich, najczesciej wykrywano immunoglobuliny
klasy gamma (42%), a z lekkich kappa (54%). Stezenia
mocznika i kreatyniny byly prawidtowe u wszystkich
chorych. Nieprawidtowy GFR wykazano u 3 chorych z
rozpoznang krioglobulinemia, zakazonych genotypem
1. Podwyzszone stgzenie cystatyny C korelowato z
wystepujaca krioglobulinemia (R=0,4; p<0,013).

ABSTRACT

HCV infection is a common cause of cryoglob-
ulinaemia, characterized by existence of antibodies
that show reversible precipitation at low temperatures.
Deposition of cryoglobulines in glomerular vessels
tends to induce development of membranous, or less
commonly, mesangial glomerulonephritis with renal
insufficiency as final consequence.

Objective was investigating the existence of cry-
oglobulinaemia, its types and relation with renal im-
pairment in patients chronically infected with hepatitis
C virus.

Methods. The research included 36 patients (9
women and 27 men) chronically infected with hepatitis
C virus at the average age 38 years.

Existence and types of cryoglobulines in serum
were measured using electrophoresis and then im-
munofixation on cryogel by the method of Bence Jones
(Sebia, France). Renal functioning was estimated with
reference to serum urea and creatinine concentrations,
glomerular filtration rate (GFR) and serum cystatin C
concentration with immunoenzymatic method.

Results. Cryoglobulinaemia was significantly more
common among patients infected with genotype 1 than
3 (71% vs. 39%; p<0,05). Types II and I1I of cryoglob-
ulinaemia existed in equal frequency. The most common
heavy chains were gamma immunoglobulins (42%)
and the light ones — kappa (54%). Urea and creatinine
concentration were normal in all patients. Three patients
diagnosed with cryoglobulinaemia and infected with
genotype 1 had abnormal GFR. There was dependency
between cryoglobulinaemia and elevated cystatin C
concentration (R=0,4; p<0,013).

* Praca przedstawiona na Konferencji Naukowej “Leczenie chorob zakaznych”, 18-20 wrze$nia 2008, Bydgoszcz
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Whioski. Krioglobulinemia w zakazeniu HCV czg-
sciej wystepuje wsrod zakazonych genotypem 1 niz 3.
Rutynowe badania czynnosci nerek sa niewystarczajace
w ocenie zagrozenia funkcji nerek u chorych z krioglo-
bulinemia. Celowe jest wigc oznaczanie st¢zenia cysta-
tyny C jako czutego i wezesnego testu wskazujacego na
rozpoczynajace si¢ uszkodzenie nerek.

Stowa kluczowe: HCV, krioglobulinemia, uszkodzenie
nerek

WSTEP

Przewlekte zakazenie HCV stymuluje limfocyty B
do proliferacji oraz wzmozonej syntezy immunoglobu-
liny. Stan taki sprzyja powstawaniu nieprawidtowych
immunoglobulin, takich jak krioglobuliny. W zakaze-
niu HCV krioglobulinemia wystgpuje u ponad 50%
chorych (1). Krioglobuliny ulegaja krioprecypitacji
w przypadku obnizenia temperatury ciata o okoto 5°C.
Krioglobulinemia jest najczesciej bezobjawowa, ale
moze objawia¢ si¢ zmianami zapalnymi w matych
naczyniach skory, stawach, polineuropatia obwodowa
i uszkodzeniami nerek (2, 3). Odktadanie sig kriopre-
cypitatow w naczyniach klebuszkow nerkowych moze
spowodowa¢ rozwdj btoniastego, rzadziej mezangial-
nego ich zapalenia i w konsekwencji doprowadzi¢
do niewydolnos$ci nerek. Zakazenie HCV stymuluje
rozwoj krioglobulinemii typu II charakteryzujacej sig¢
wystgpowaniem immunoglobulin monoklonalnych typu
M Iub A i poliklonalnych typu G, lub krioglobulinemii
typu 111, cechujacej si¢ obecnoscia tylko poliklonalnych
immunoglobulin typu M, G lub A.

CEL BADAN

Podjeto badania oceniajace obecnos¢ i rodzaj
krioglobulin wystgpujacych wsérod zakazonych HCV.
Okreslono zaleznos¢ ich wystgpowania w odniesieniu
do genotypu HCV i wiremii. Ponadto oceniano wptyw
krioglobulinemii na czynnos¢ nerek.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto 36 chorych przewlekle zakazo-
nych HCV (9 kobiet i 27 mgzczyzn) w wieku, $rednio
38 (SD £13) lat,. Wsrod badanych wyodrebniono dwie
grupy, po 18 chorych zakazonych genotypem 1 i geno-
typem 3 HCV.

Zadna z osob badanych nie chorowatla aktualnie
1 w okresie sze$ciu miesi¢cy poprzedzajacych badanie
na przewlekle uszkodzenie nerek lub zakazenie uktadu

Conclusions. Cryoglobulinaemia were more fre-
quently in patients infected genotype 1 then genotype
3 HCV. Routine tests of renal functioning are insuf-
ficient in estimating the risk of renal failure in patients
with cryoglobulinaemia. This is the reason to measure
cystatin C concentration as a sensitive and primar test
that indicates developing renal impairment.

Key words: HCV, cryoglobulinaemia, renal failure

moczowego. Badania przeprowadzono u zakazonych
HCV zakwalifikowanych do leczenia przeciwwiruso-
wego w okresie poprzedzajacym terapi¢ interferonem
alfa i rybawiryna.

Zakazenie HCV stwierdzono na podstawie wykry-
cia w surowicy krwi przeciwcial anty HCV metoda
immunoenzymatyczna (ABBOTT, USA), oraz
obecnosci HCV-RNA i jego genotypu metoda RT-
nested - PCR (Syngen Biotech, USA). Wykonywany
test pozwalat na wykrycie w 1 ml krwi, 100 kopii wi-
ruséw HCV (Badanie wykonano w Zaktadzie Biologii
Molekularnej, AM w Bialymstoku, Kierownik: prof. dr
hab. Lech Chyczewski).

Wszyscy chorzy w okresie kwalifikacji do leczenia
przeciwwirusowego mieli wykonywana biopsje wa-
troby. Stan morfologiczny watroby okres$lano zgodnie
z klasyfikacja Scheuera (Badanie wykonat dr hab. Ana-
tol Panasiuk w Klinice Chorob Zakaznych i Hepatologii
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku) (4).

Obecnosc¢ i rodzaj krioglobulin okreslano w surowi-
cy metoda elektroforezy, a nastgpnie immunofiksacji na
kriozelu metoda Bence Jones (Sebia, Francja), (5).

Funkcje nerek oceniono na podstawie stgzenia
mocznika i kreatyniny w surowicy, wielkosci przesa-
czania klgbuszkowego (GFR) oraz stgzenia w suro-
wicy cystatyny C metoda ELISA (BioVendor GmbH,
Niemcy).

Grupe kontrolna, w ktdrej oceniano obecnos¢ krio-
globulin i stezenie cystatyny C, stanowito 16 osob: 9
kobiet i 7 mezczyzn w wieku $rednio 38 (S.D. £12)
lat.

Analize statystyczna przeprowadzono uzywajac
testow U Manna — Whitneya, Spearmana i Chi-kwa-
drat (y2). Poziom istotnosci okreslono w przypadku
p <0,05.

Po uprzednim zaakceptowaniu badania przez Komi-
sj¢ Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Bialym-
stoku chorzy oraz osoby z grupy kontrolnej wyrazili
swiadoma zgode na uczestnictwo w badaniach. .
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WYNIKI

W surowicy o0séb zdrowych z grupy kontrolnej
nie stwierdzono krioglobulin, za$ stezenie cystatyny C
wynosito 392 + 50 ng/ml.

Obecnos¢ krioglobulin wykazano u 20/36 (56%)
chorych, 6/9 (67%) kobiet i 14/27 (52%) mezczyzn.
U 12 (34%) chorych byta to krioglobulinemia typu II,
a u 8 (22%) typu II1. Analizujac czgstos¢ wystgpowania
w krioglobulinach poszczegdlnych tancuchow, najcze-
$ciej wykrywano sposrod tancuchow cigzkich immuno-
globuliny klasy gamma 18/36 (42%), a z lekkich kappa
20/36 (54%), (Ryc. 1).
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Rycina 1. Czgstos¢ wystgpowania poszczegolnych immu-
noglobulin w surowicy chorych z przewlektym
zakazeniem HCV.

Figure 1. Frequency of individual immunoglobulines occur-
rence in serum patients with HCV infection.

Krioglobulinemia wystgpowata znamiennie czgsciej
wsrod zakazonych genotypem 1 niz 3 (13/18; 72%
vs. 7/18; 39%; x2=4,05; p<0,05). Nie obserwowano
zaleznos$ci pomiedzy wiremia a wystgpowaniem krio-
globulinemii.

Oceniajac zmiany histopatologiczne w watrobie
w odniesieniu do krioglobulinemii stwierdzono, ze
aktywnos$¢ zmian zapalnych u 0sob z krioglobulinemia
w poréwnaniu do chorych bez krioglobulinemii (G=2,5
vs. G=2,4) oraz wildknienie (S=1,25 vs. S=1,25) sa
porownywalne.

Okreslone u wszystkich badanych stezenie mocz-
nika i kreatyniny byty prawidtowe. Wielkos$ci prze-
saczania klebuszkowego byto prawidtowe u 33 z 36
chorych. Trzy osoby z warto$ciami GFR ponizej 89,
wskazujacymi na utajone uszkodzenie nerek, byly za-
kazone genotypem 1 HCV, a w ich surowicy wykryto
krioglobuliny.

Stwierdzono wyzsze stgzenie cystatyny C w suro-
wicy wsrod zakazonych HCV w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, ale wzrost ten nie byt statystycznie istotny.
Znamiennie wyzsze st¢zenia cystatyny C obserwowa-
no u chorych z krioglobulinemia (678 +545 ng/ml),

w porownaniu z grupa chorych bez krioglobulinemii
(270 £345 ng/ml; z=2,42, p< 0,015), (Tab.1).

Podwyzszone stezenie cystatyny C stwierdzano
u 17/36 (47%) chorych: u 10 (28%) zakazonych geno-
typem 1 iu 7 (19%) genotypem 3. Sposrdd 20 chorych
z krioglobulinemia u 12 stwierdzono podwyzszone
stezenie cystatyny C. Obserwowano znamienna ko-
relacj¢ pomiedzy wystepowaniem krioglobulinemii
a podwyzszonym st¢zeniem cystatyny C w surowicy
(R=0,4; t=2,61, p<0,013).

Tabela I. Stezenie cystatyny C w surowicy badanych cho-
rych

Table I. Concentration of cystatin C in serum among ex-
amination patients
n Srednia (ng/ml) | +£S.D. (ng/ml)
grupa kontrolna 16 392 50
wszyscy chorzy 36 497 504
chorzy bez krioglobulinemii 16 270 345
chorzy z krioglobulinemig 20 678 545
DYSKUSJA

U pacjentdéw z przewleklym wzw typu C dochodzi
do wzrostu w surowicy krwi czynnika stymulujacego
limfocyty B (B-lymphocyte activating factor, BAFF/
BLyS), ktory nasila produkcj¢ immunoglobulin, ale
rowniez aktywuje procesy autoimmunologiczne (6).
Potwierdzeniem tego w naszych badaniach jest wy-
kazanie czg¢stego, bo az u 54% chorych wystgpowania
krioglobulin. Wyniki badan wtasnych sa zblizone do
wynikow uzyskanych przez Jablonskq i Zgbek, kto-
rzy w grupie 35 zakazonych HCV, u 51% wykazali
krioglobulinemig (3). Krioglobuliny sa syntetyzowane
gtéwnie przez limfocyty B, klon VH1-69. Dziatajacy
na te limfocyty czynnik BAFF nie tylko stymuluje
syntez¢ immunoglobulin, ale rowniez hamuje apoptoze
tych komorek. Nieznany jest mechanizm dziatania
HCV na limfocyty powodujacy stymulacje¢ syntezy
poszczegblnych tancuchéw immunoglobulin (7). Z tego
tez powodu niejasne jest wystepowanie wsrdd chorych
z krioglobulinemia czg¢sto krioglobulin cigzkich G
(89%) i lekkich K (100%) i rzadkie, krioglobulin cigz-
kich M (37%) i lekkich L (58%).

Cacoub 1 wsp. (8) wykazali czgstsze wystgpowanie
krioglobulinemii u kobiet oraz u os6éb z wieloletnim
okresem zakazenia HCV. Nasze badania wydaja si¢
potwierdza¢ zwigkszone ryzyko wystepowania krio-
globulinemii ws$rod kobiet.

W badaniach Saadoun i wsp. (9) wykazano czg¢stsze
wystepowanie krioglobulinemii wséroéd chorych z na-
sileniem zmian histopatologicznych w watrobie. Wy-
niki naszych badan nie potwierdzaja tych obserwacji.
Wydaje sig, ze zarowno aktywno$¢ zmian zapalnych,
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jak i nasilenie wtoknienia nie koreluja z wystgpowaniem
krioglobulinemii.

Stwierdzenie znamiennie czgstszego wystgpowania
krioglobulinemii w$rod chorych zakazonych genotypem
1 HCV jest istotne z punktu widzenia klinicznego, ale
rowniez wskazuje na kolejne, istotne roznice aktywno-
sci genotypow 113 HCV.

Oznaczanie mocznika i kreatyniny jak rowniez GFR
w$rod chorych z krioglobulinemia jest niewystarczajace
do oceny czynnosci nerek. Coraz czegsciej do wezesnej
oceny zaburzenia czynnos$ci nerek wykorzystywana jest
ocena stezenia cystatyny C w surowicy (10, 11). Jest to
bardzo przydatny test okreslajacy wczesne uszkodzenie
nerek u chorych z krioglobulinemia. Potwierdzily to
nasze badania, w ktorych wykazano korelacj¢ pomigdzy
stezeniem cystatyny C a krioglobulinemia.

Problem krioglobulinemii wsrdd chorych przewle-
kle zakazonych HCV jest istotny poniewaz zmniejsza
skuteczno$¢ terapii przeciwwirusowej (12). Wiadome
jest, ze na limfocytach B wystepuje blonowy receptor
CD20 aktywujacy procesy programowanej $§mierci tych
komorek. Pobudzenie tego receptora przez monoklonal-
ne przeciwciala wykorzystywane obecnie w leczeniu
krioglobulinemii, teoretycznie moze wptyna¢ na po-
prawienie skutecznosci terapii (13).

Problem krioglobulinemii w zakazeniu HCV
wskazuje na istotny wplyw wirusé6w na limfocyty B.
Jest to wazne poniewaz te same limfocyty moga ulec
przeksztatceniu w komorki chtoniakéw typu nie-Hod-
gkin, przewlektej biataczki limfocytarnej, chtoniakow
limfatyczno-plazmatycznych oraz chtoniakéw zbudo-
wanych z duzych komoérek B (14).

WNIOSKI

Krioglobulinemia w zakazeniu HCV czgsciej
wystepuje w zakazeniu genotypem 1 niz 3. Rutynowe
badania czynnosci nerek sa niewystarczajace w ocenie
zagrozenia ich funkcji wérdd chorych z krioglobuline-
mia. Celowe jest okreslanie stgzenia cystatyny C wsrod
chorych z krioglobulinemia, ktora moze wskazywac na
rozpoczynajace si¢ uszkodzenie nerek.
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