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1. Spis Rycin

Ryc. 1 Schemat zjawiska stresu oksydacyjnego na poziomie komoérkowym (na
podstawie publikacji: Krata, N., etal. Oxidative Stressin Kidney Diseases: The Cause
or the Consequence?Arch Immunol Ther Exp (Warsz), 2018).

Ryc. 2 Barwienia immunohistochemiczne bioptatéw nerki z wykorzystaniem
trojkolorowego  barwienia Massona, odczynnika Schiffa oraz znakowanie
przeciwciatem anty-PRDX3 u pacjentéw z ostrg martwicg cewek oraz w grupie
kontrolnej (na podstawie publikacji: Wu, C.L., et al. Tubular Peroxiredoxin 3 as a
Predictor of Renal Recoveryfrom Acute Tubular Necrosisin Patients with Chronic
Kidney Disease. Sci Rep, 2017).

Ryc. 3 Panel stezenperoksyredoksyn 1-5 (tzw. heatmapa)u pacjentéw z IgAN, MN
lub LN (na podstawie publikacji: Krata, N., et al. Peroxiredoxins as Markers of
Oxidative Stress in IgA Nephropathy, Membranous Nephropathy and Lupus
Nephritis. Arch Immunol Ther Exp (Warsz), 2021).
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2. Wykaz stosowanychskrotow

1 — Cys — PRDX - single cysteine peroxiredoxin / peroksyredoksyna
jednocysteinowa

2 —Cys —PRDX —double cysteine peroxiredoxin / peroxyredoksynadwucysteinowa
AKI — acutekidney injury / ostra niewydolnos¢ nerek

BMI —body massindex / wskaznik masy ciata

C3 — complement component C3 / skladowa dopetniacza C3

C4 — complement component C4 / skladowa dopetniacza C4

CKD - chronic kidney disease/ przewlekia choroba nerek

eGFR — estimated glomerular filtration rate / szacowaneprzesgczaniektebuszkowe
GN — glomerularmephtritis / kiebuszkowe zapalenia nerek

GPX — glutathione peroxidase/ peroksydazaglutationu

GR - gluthatione reductase/ reduktazaglutationu

GRX — glutaredoxin reductase/ reduktaza glutaredoksyny

GS — glutamine synthetase/ syntetazaglutaminowa

GSH — glutathione (reduced)/ glutation (zredukowany)

GSSG - glutathione (oxidized) / glutation (utleniony)

GST — glutathione S —transferase/ S — transferaza glutationu

H202 — hydrogen peroxide / nadtlenek wodoru

HCT — hematocrit/ hematokryt

HGB — hemoglobin/ hemoglobina

IgAN — IgA nephropathy/ nefropatialgA

KIM-1 —kidney injury molecule-1/ czgsteczka-1uszkodzenianerek

LN — lupus nephritis / nefropatia toczniowa

MN — membranousnephropathy/ nefropatia btoniasta

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase / dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy

OS — oxidative stress/ stresoksydacyjny

PChN — przewlekia choroba nerek

PLA2R - phospholipaseA2 receptor / receptorfosfolipazy A2

PLT —blood platelets/ ptytki krwi

PRDXs’ — peroxiredoxins / peroksyredoksyny

PRDX 1 — peroxiredoxin 1 / peroksyredoksyna1
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PRDX 2 — peroxiredoxin 2 / peroksyredoksyna2

PRDX 3 — peroxiredoxin 3 / peroksyredoksyna3

PRDX 4 — peroxiredoxin 4 / peroksyredoksyna4

PRDX 5 — peroxiredoxin 5 / peroksyredoksynab

RBC - redblood cells / czerwonekrwinki

ROS - reactive oxygen species/ reaktywne formy tlenu
SLE — systemic lupus erythematosus/ toczen ukladowy
SOD - superoxide dismutase/ dysmutaza ponadtlenkowa
TXN — thioredoxin/ tioredoksyna

TXNRD - thioredoxin reductase/ reduktazatioredoksyny
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3. Streszczeniew jezyku polskim

Wstep

Stres oksydacyjny (oxidative stress, OS) zwyczajowo uwazany jest za zaburzenie w
prawidtowym funkcjonowaniu organizmu. W zwigzku z tym najprawdopodobniej
jest on nieodigcznym elementempatofizjologii  wiekszosci choréb, a nieprawidiowe
poziomy markeréw OS mogg prowadzi¢ do uszkodzerw obrebie komorek, tkanek i

narzgdow.

Na podstawie publikacji naukowych wiemy, ze niektére z markeréw OS — miedzy
innymi  peroksyredoksyny dwucysteinowe (2-Cys-PRDX), majg znaczenie w
patogeneziei progresji przewlektej choroby nerek (PChN, Chronic Kidney Disease,
CKD). Wiadomo, ze 2-Cys-PRDX nalezg do powszechnie znanych markeréw
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, sg czescig systemow przeciwutleniajgcego

oraz sygnatowego. Ich najbardziej znangoraz najistotniejszg funkcjg jest zdolnos¢ do
redukcji nadmiaru nadtlenku wodoru, jednego z najwazniejszych mediatorow stresu
oksydacyjnego. Ponadto, 2-Cys-PRDX funkcjonujg jako czaperonyoraz regulatory i

przekazniki sygnatow komaérkowych.

Uwazamy - rowniez na podstawie prac wtasnych - ze 2-Cys-PRDX moggw réznym
stopniu bra¢ udziat w patogeneziektebuszkowych zapalennerek, np. nefropatii IgA

(IgAN), nefropatii btoniastej(MN) czy nefropatii toczniowej(LN). W zwigzkuz tym,
stanowig interesujacy cel badan poszukujgcych nowych markeréw diagnostycznych
ilub prognostycznychw chorobachnerek o réznej etiologii.

Celem tej pracy byto przedstawienie znaczenia peroksyredoksyn 1-5 w przewlektej

chorobie nerek na przykfadzie oceny ich stezenia w surowicy krwi pacjentow z
kiebuszkowymi zapaleniami nerek w przebiegu nefropatii: IgA, btoniastej lub

toczniowe).

Metody

Badanie zostato przeprowadzone na grupie 138 osob, z czego 108 stanowili pacjenci
z potwierdzonym biopsyjnie rozpoznaniem ktebuszkowego zapalenia nerek w
przebiegu nefropatii: IgA (47), bfoniastej (26) lub toczniowej (35), pozostajacypod
opiekg Poradni Nefrologiczno-Transplantacyjnej Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Kolejne 30 zdrowych osob
stanowito tzw. grupe kontrolng. Pacjenci z grupy kontrolnej byli dopasowanipod
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wzgledem pici i wieku w stosunku do $redniej tych parametréw w grupie 108
pacientow z glomerulopatiami. Stezenia 2-Cys-PRDX (1-5) zmierzono z
wykorzystaniem testu immunoenzymatycznego ELISA i skorelowano z danymi

demograficznymiorazklinicznymi.

WyniKki

a. wyniki pracy potwierdzajg, ze stezenia poszczegolnych 2-Cys-PRDX w
surowicy, réznig sie w zaleznosci od typu ktebuszkowego zapalenianerek tj.
nefropatii IgA, nefropatii btoniastej oraz nefropatii toczniowej;

b. wykazano korelacje pomiedzy stezeniami poszczegdinych 2-Cys-PRDX a
obnizonym wskaznikiem przesaczania kiebuszkowego, stezeniem biatek
uktadu dopetniaczaw surowicy, stezeniemhemoglobiny czy tezwskaznikiem
masy ciata;

c. wyniki te potwierdzajg, Zze poszczegdine 2-Cys-PRDX mogg
(najprawdopodobniej) w réznym stopniu odgrywac istotng role w
patofizjologii i progresji wybranych typow ktebuszkowych zapalennerek.

Whioski

1) Na podstawie uzyskanych wynikbw badan potwierdzilismy, ze stres
oksydacyjny - w naszym przypadku oceniany na podstawie stezenia 2-Cys-
PRDX - odgrywa istotne znaczeniew przewlektej chorobie nerekw przebiegu
opisanych w pracy rodzajach ktebuszkowych zapalen nerek.

2) Biorgc pod uwage zmienne stezenia 2-Cys-PRDX w poszczegdinych
nefropatiach, mozna zalozy¢é, ze moze mie¢ to istotne znaczenie w
patofizjologii tych jednostekchorobowych.

3) Na podstawie naszych badan, wydaje sie, ze kompleksowa ocena 2-Cys-
PRDX w poszczegolnych kiebuszkowych zapaleniach nerek, pomoze
zwalidowac ich potencjat by zosta¢ nowymi, dodatkowymi markerami dla
IgAN, MN i LN.

Whioski z niniejszej pracy wspierajg potrzebe prospektywnego badania
walidacyjnego nad potencjalnym wykorzystaniem 2-Cys-PRDX jako markerow w

chorobach nerek.
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4. Streszczeniew jezyku angielskim

Introduction

Oxidative stress(OS) is usually consideredasa disturbance in regular function of an
organism, which is why it is probably involved in pathophysiology of numerous
diseases.The disturbed levels of OS markers may lead to the major damagewithin

the organism’s cells, tissues and organs.

According to publications, some of the OS markers, including 2-cysteine
peroxiredoxins (2-Cys-PRDXs) were found to be associatedwith the pathogenesis
and progression of chronic kidney disease (CKD). 2-Cys-PRDXs belong to
commonly known oxidative stress-related markers and are a part of the antioxidant

and redox-signaling systems. Their most known function is the ability to reduce
excessivelevels of hydrogen peroxide - one of the major oxidative stressmediators,
moreover they are also functioning as chaperones and regulators of signal
transduction.

We hypothesize that 2-Cys-PRDXs could be differentially involved in the
pathogenesisof various types of glomerulonephritis (GNs). The possible changesin
their concentration may serve as markers of specific GN, e.g. IgA nephropathy
(IgAN), membranousnephropathy (MN) or lupus nephritis (LN). Therefore, they
may be considered as a new diagnostic and/or predictive indicators for GNs of
different etiology.

The aim of this dissertation was to evaluate 2-Cys-PRDXs serum concentrations in

patients with IgA nephropathy (IgAN), membranousnephropathy (MN) and lupus
nephritis (LN).

Methods

The study included 138 participants, including 108 patientswith biopsy-proven GNs:
IgAN (47) MN (26), LN (35) from Nephrology and Transplantation Outpatient
Clinic, University Clinical Centerof Medical University of Warsaw and 30 healthy
age- and sex-matched controls. Serum concentrations of 2-Cys-PRDXs (1-5) were
measured with commercial ELISA assays and correlated with  demographic and

clinical data.
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Results

a.

The results of our study confirm, that serum 2-Cys-PRDXs concentrations
varied dependingon the GN type — IgAN, MN andLN.

We observed the significant correlation of 2-Cys-PRDXs with lower
estimated glomerular filtration rates, complement serum proteins,
hemoglobin and body massindex.

The study indicates that individual 2-Cys-PRDXs may play significant roles

in the pathophysiology and the progression of selected GNs.

Conclusions

1)

2)

3)

The results of this study suggestthat oxidative stressplays animportant role
in chronic kidney disease,including GN'’s describedin the current thesis.
Considering the differential concentration of individual 2-Cys-PRDXs in
selected GN's, we may assume, that they have significant meaning in
pathophysiology of these diseases.

According to our research(confirmed by patent application), 2-Cys-PRDX
evaluation in GN’s may validate their potential to be used as a new and

supplementarydiagnostic markersin IgAN, MN andLN.

Our study encourages future, prospective research on 2-Cys-PRDXs as possible

markers in kidney diseases.
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5. Wstep
5.1 Przewlekta choroba nerek (PChN)

Wedtug ogdlino$wiatowego badaniaobcigzenia zdrowotnego (ang. Global Burden of
Disease, GBD), ktorego rolg jest kompleksowa ocena stopnia utraty zdrowia z
powodu chordb, urazéwi czynnikow zagrozeniaw okreslonej populacji, w 2019 roku
zachorowalno$¢ na przewlektg chorobe nerek (PChN) wynosita 9,37 % (tj. 697 294
min) populacji $wiatowej [1]. Zachorowanie czesciej dotyczyto kobiet 10,2% (382
977 min) niz mezczyzn 8,53% (314 316 min). Wyliczono, ze PChN byta
bezposrednigprzyczyng zgonu 2,53 % pacjentow (j. 1, 427 min), co wedtug raportu
Swiatowej Organizacji Zdrowia plasuje jg na 10-tej pozyciji jako jedng z gtéwnych
przyczyn zgonéw na Swiecie w 2019 roku [2]. W 2019 roku w Polsce,
zachorowalnos¢na PChN roku wyniosta 4,361 min. przypadkdw, z czegomezczyzni
stanowili 9.75 % (1,701 mIn) a kobiety 13.91% (2,659 min). W tym okresie na skutek
choroby zmarto 1,16% osdb (fj. 4695) [1]. Statystyki dotyczgce zachorowalnosci i

$miertelnosci na PChN naSwiecie i w Polsce zostaly przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Statystyki dotyczgce PChN na Swiecie i w Polsce w 2019 roku, wedtug
bazy Global Health Data Exchange.Modyfikacja wtasna na podstawie [1].

Swiat Polska

liczba przypadkow (n) 697294306 4 361113

Zachorowalnos¢ | przypadkéw na 100 000 —

9012 11 347
ha PChN w 2019 standaryzowanana wiek (n)

roku Zmiana liczby przypadkéw standaryzowanych

+2,75 % +3,39 %
nawiek (%) w latach: 1990 - 2017

liczba przypadkow (n) 1427231 4695

SmiertelnoSC - “jiczba przypadkéw na 100 000 -

1845 12.22
powodu  PChN standaryzowanych na wiek (n)
w 2019roku

Zmiana liczby przypadkéw standaryzowanych
nawiek (%) w latach: 1990 - 2019

+7.21% -0.13%
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Nalezy podkresli¢, ze zapadalnoséna PChN w skali $wiata ma tendencje wzrostowa.
Szacujesie, zedo 2030 roku liczba osdbwymagajgcych terapii nerkozastepczychtzn.

dializoterapii lub transplantacjinerki, wynosi¢ bedzieok. 5,4 min [3].

Dlatego tez wszelkie badania dotyczgce poszukiwania nowych, nieinwazyjnych

markerow w chorobach nerek sg kluczowe biorgc pod uwage mozliwosé
wczesniejszego zapobiegania ilub  wykrywania PChN, a tym samym
skuteczniejszegoleczeniai obnizenia kosztéw opieki zdrowotnej. Nalezy podkreslic,
zeistotng role w takich projektach odgrywajg badaniakliniczno-obserwacyjne, czego
przyktadem jest m.in. Cure Glomerulonephropathy Network (CureGN). W ramach
tego projektu trwajgcego od 2014 roku, tworzona jest baza danych klinicznych,

biorepozytorium oraz cyfrowe repozytorium biopsji pacjentow z takimi chorobami
jak: ogniskowe szkliwiejgce kiebuszkowe zapalenienerek, nefropatia IgA, nefropatia
btoniasta oraz choroba zmian minimalnych [4]. Tego typu badania, umozliwiajg
poszukiwanie, definiowanie i analize potencjalnych markerow oraz ich korelacje z
parametrami klinicznymi, a takze budowanie wiekszej swiadomosci wsréd
pacjentow. Oczekiwanym efektem bedzie opisanie ultraczutych markeréw, ktore w
przysziosci bedgwykorzystywane do nieinwazyjnej diagnostyki oraz monitorowania
przebiegu PChN.

W badaniu bedgcymprzedmiotem niniejszej rozprawy, wybrano trzy rodzaje
ktebuszkowych zapalennerek: nefropatie IgA, btoniastg oraztoczniowa, ktore réznig
sie etiologig i nalezgdo jednych z najczestszych przyczyn PChN [5]. Kiebuszkowe
zapalenia nerek odpowiadajg za okoto 20% wszystkich przypadkow PChN,
najczesciej dotykajgc osoby mtode i aktywne zawodowo[6]. IgAN i MN nalezgdo
pierwotnych kiebuszkowych zapalen nerek a czestosé ich wystepowania waha sie
odpowiednio w granicach 0,2-5 (IgAN) i 1-2 (MN) na 100000 osob [7]. W
odréznieniu od tych nefropatii, LN rozwija sie wtornie do tocznia rumieniowatego
ukladowego a czesto$¢ zachorowan szacuije sie na 0,4-0,7 na 100 000 oséb rocznie
[8]. Niestety, kiebuszkowe zapalenianerek najczesciej postepujg asymptomatycznie
lub charakteryzujg je niespecyficzne objawy jak np.: biatkomocz, krwinkomocz,
rzadziej krwiomocz, obrzeki konczyn dolnych czy nadcisnienietetnicze [9]. Objawy
te nie sgani wystarczajgco specyficzne ani czute dla zadnej z tych chordb, a proces

diagnostyczny jest trudny i czesto klinicznie spdzniony. Dlatego poszukiwanie i
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opisanie nowych markerdw, specyficznych i czutych dla kazdej z nefropatii, ma
istotne znaczenie kliniczne a takze spoteczne biorgc pod uwage wysokie koszty

leczenia nerkozastepczego,ktore z roku narok rosngw skali kazdego kraju.

5.2Markery przewlektej choroby nerek

Z Klinicznego punktu widzenia w procesie diagnostycznym przewlekiej choroby
nerek, kluczowe jest odpowiednio wczesne zauwazenie mato specyficznych
objawéw klinicznych, co w przypadku PChN oznacza np. zmiane w ilosci czy
wyglgdu wydalanego moczu, pojawienia sie nadcisnienia tetniczego, obrzekow czy
uczucia zmeczenia [10]. Podejrzenie rozpoznania kiebuszkowego zapalenia nerek
stawianejest w oparciu o okreslone wyniki badankrwi oraz moczu, jednak ostateczna
diagnoza wymaga potwierdzenia badaniem histopatologicznym bioptatu nerki.
Badanie to pozostaje nadal ztotym standardemw diagnostyce nefrologicznej. Ze
wzgledu na inwazyjny charakter znane sg powiktania biopsji nerki jak n.p.:
krwinkomocz, krwiomocz, wytworzenie przetoki zylno-tetniczej w obrebie migzszu

nerki, krwiak okotonerkowy czy w sytuacji skrajnej nawetzgon pacjenta[11].

W zwigzku z tym, od lat prowadzone sg badania nad poszukiwaniem specyficznych
i czutych markerow, ktére moglyby w przysziosci zosta¢ zastosowane przede
wszystkim jako alternatywa dla zabiegu biopsji nerki ale dodatkowo réwniez
stuzylyby jako narzedziepomagajgce:a)petniej zrozumiecfizjologie i patofizjologie
chordb nerek oraz b) monitorowac¢ przebieg i leczenie PChN o réznej etiologi [12-
15]. Istnieje szereg opisanych zwigzkéw stanowigcych skfadniki moczu i osocza,
ktére potencjalnie umozliwiajg wczesne wykrycie choroby nerek i/lub

monitorowanie jej progresji. Nalezg do nich m.in. lipokalina zwigzanaz Zelatynazg
neutrofiléw, kalbindyna, interleukina 18, interleukina 6, 32-mikroglobulina, KIM-1

czy przeciwciata anty-PLA2R [12, 16]. Do tej pory nie opisano znaczenia
peroksyredoksyn jako potencjalnych markeréw PChN w szczegdinosci o etiologii

ktebuszkowych zapalenh nerek, co biorgc pod uwage role stresu oksydacyjnego w
patofizjologii PChN, moze mie¢ istotne znaczenie.
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5.3 Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest rozumiany jako zaburzeniew prawidtowym funkcjonowaniu
komorek i tkanek, a organizmy posiadajg naturalng zdolnos¢ do utrzymywania
rownowagi pomiedzy uktadami pro- i antyoksydacyjnymi [17]. Gtéwng przyczyng
stresu oksydacyjnego jest nadprodukcja reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS), ktére z jednej strony sg odpowiedzialne za utrzymywanie
homeostazy organizmu, stanowigc integralng czes¢uktadu sygnatowego redoks oraz
uktadu immunologicznego, a z drugiej utrzymujgc sie na wysokim poziomie przez
diuzszy czas, mogg prowadzi¢ do utlenienia DNA, lipidow czy biatek [18, 19].
Wptyw stresu oksydacyjnego na zaburzenia rownowagi redoks w obrebie komorki
przedstawiono na ryc. 1. Szczegdtowy opis ryciny znajduje sie w publikacji nr 1

wchodzgcejdo cyklu niniejszej rozprawy (strona 39).
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Ryc. 1 Schematzjawiska stresuoksydacyjnego na poziomie komdrkowym [20].

Niektore z markerow stresu oksydacyjnego, jak np. izoprostany czy dialdehyd
malonowy, nitrotyrozyna, myeloperoksydaza, utlenione lipoproteiny o niskiej

gestosci, jak rowniez markery powstajgcego na skutek ich oddziatywania stanu
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zapalnegotakie jak biatko C-reaktywne czy interleukina-6 [19-21], mogg prowadzi¢
do przyspieszenia progresji PChN a w rezultacie uszkodzenia i istotnej utraty
funkcjonalnosci narzadu.

W pracy bedacej przedmiotem niniejszej rozprawy skupiono sie na znaczeniu
peroksyredoksyn, ktére w przewlektej chorobie nerek o etiologii klebuszkowych

zapalen nerek nie zostaly jak dotagd doktadnie zbadane.

5.4 Peroksyredoksyny

Peroksyredoksyny dwucysteinowe (2-Cys-PRDX) to grupa biatek w przedziale
wielkosci 20-30 kDa, ktore mozemy podzieli¢ na 2 podklasy:

a) typowe, do ktérych nalezgperoksyredoksyna1, 2, 3i 4
b) atypowg peroksyredoksyne 5.

Fizjologicznie zlokalizowane sg one w roznych miejscach w komorkach, przede
wszystkim jednak w mitochondriach i cytozolu [22]. 2-Cys-PRDX nalezg do
powszechnie znanych markerow stresu oksydacyjnego, sg one czescig systemow
przeciwutleniajgcego oraz sygnatowego, a ich najbardziej znang funkcjg jest
zdolnos¢ do redukcji nadmiaru nadtlenku wodoru [23]. Ponadto, znane sg z
funkcjonowania jako czaperony oraz regulatory i przekazniki sygnatow
komorkowych [24, 25]. Na podstawie prac naukowych wiemy, ze nalezg do
markerow m.in. nowotworow piersi [26], chioniakow [27], czy chordb
autoimmunologicznych jak np. toczen rumieniowaty ukfadowy [28]. Mogg mie¢
rowniez zwigzek z progresjg przewlektej choroby nerek [29, 30]. Badanie zespotu
Chia-Lin Wu wykazato, ze akumulacjaPRDX3 w cewkachi ktebuszkachnerkowych
jest zwiekszona w odpowiedzi na stan ostrej niewydolnosci nerek [30]. Autorzy
retrospektywnie ocenili réznice w poziomach ekspresji PRDX3 w bioptatach nerek
pacjentdbw z ostrg niewydolnoscig nerek i potwierdzong ostrg martwicg cewek
nerkowych w dwéch podgrupach,u ktérych w ciggu 6 miesiecy obserwacii klinicznej
doszto (lub nie) do remisji orazw grupie kontrolnej. Poziom PRDX3 byt wiekszy w

grupie 0s6b chorych w poréwnaniu do zdrowych (Ryc. 2).
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Ryc. 2 Barwienia immunohistochemiczne bioptatdow nerki z wykorzystaniem

przeciwciatem anty-PRDX3 u pacjentdw z ostrg martwicg cewek oraz grupy
kontrolnej. (A) gwiazdkg oznaczononaczynia krwionosne; (B) stopien uszkodzenia
cewek; (C) naciek komdrek zapalnych; (D) zwidknienie $rédmigzszu nerek (%).
Dane przedstawiono jako $rednie +odchylenie standardowe; # = P<0.05; ## =
P<0.01. Skala na obrazach mikroskopowych to 50um. PRX3 = PRDX3
(peroksyredoksyna 3). [30]

Whioski ptynace z tego badania sugerujg ze PRDX3 moze stuzy¢ jako potencjalny
marker prognostyczny dla pacjentdéw z ostrg niewydolnoscig nerek. W badaniu brali
udziat pacjenci z chorobami nerek o réznej etiologii, a grupa pacjentéw z
ktebuszkowymi zapaleniami nerek stanowita 40,74% badanej populacji. Jednak w
publikacji nie ma osobnejanalizy wynikow dla tej podgrupy. Jakkolwiek istniejg
prace opisujgce role peroksyredoksyn w przebiegu réznych choréb, lecz publikacii

dotyczacych przewlektej choroby nereki kiebuszkowych zapalennerekjest niewiele.

Celem niniejszej rozprawy byta ocena panelu peroksyredoksyn (1-5) w surowicy

krwi pacjentéw z przewlektg chorobg nerek w przebiegu nefropatii IgA, btoniastej
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oraz toczniowej. Na podstawie uzyskanych wynikdw uwazamy, ze 2-Cys-PRDX sg
najprawdopodobniej w réznym stopniu zaangazowanew patogenezeposzczegdinych
typow ktebuszkowych zapalennerek. Prezentowanewyniki wymagaja:

a) walidacji nawiekszej grupie pacjentow oraz b) oceny ekspresji peroksyredoksyn
(1-5) w bioptatach nerek. Jesli nasza hipoteza sie potwierdzi, to monitorowanie
stezenia2-Cys-PRDX (jak np. zaprezentowanona ryc. 3), moze stuzy¢ jako marker

dla wybranych ktebuszkowych zapalen nerek.

Control

IgAN

Increasing PRDX concentration

Ryc. 3. Panel stezen peroksyredoksyn 1-5 (heatmap) u pacjentow z IgAN, MN lub
LN [13].

5.5 Uzasadnieniepotgczeniaprac w cykl publikaciji

Jakkolwiek istniejg publikacje dotyczace stresu oksydacyjnego w chorobach
nerek, to do chwili obecnej nie opisano dokfadnie znaczeniai nie przedstawiono
stezen2-Cys-PRDXw surowicy krwi pacjentowz PChNw przebiegulgAN, MN lub
LN, z propozycjg wyttumaczenia ich potencjalnego kliniczno—diagnostycznego

znaczenia.

W pracy nr 1 z 2018 roku, oméwiono aktualny przeglad literatury dotyczacej

Zjawiska stresu oksydacyjnego i roli poszczegdlnych markeréw w PChN. Tak jak

przedstawiato tytut pracy, zadaliSmy zasadniczepytanie, ktore nurtuje badaczy,czy
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stres oksydacyjny jest przyczyng, czy tez nastepstwemprzewlektej choroby nerek?”.
W pracy omdéwiono mechanizmy dziatania poszczegdlnych markeréw stresu
oksydacyjnego w PChN. Opisano czynniki, ktére mogg pobudzaé aktywnosc
markerow OS (np. stosowana dieta, styl zycia, obecnosc chorob towarzyszacych,
przewlektego stanu zapalnego czy zaburzen lipidowych), jak réwniez potencjalne
konsekwencje, wywotane dtugotrwatym utrzymywaniem sie ich podwyzszonego
poziomu. Efektem mogg by¢ m.in. zaburzenia struktury i funkcjonowania naczyn,
miazdzyca z progresjg choroby niedokrwiennej serca, pojawienie sie zaburzen
neurologicznych czy tez zaburzenie gospodarki hormonalnej.

W pracy nr 2z 2021 (opublikowana w 2022), przedstawionowyniki oznaczen
stezenia peroksyredoksyn 1-5 w surowicy krwi pacjentow z wybranymi
ktebuszkowymi zapaleniaminerekt. nefropatig IgA, nefropatig bloniastg, nefropatig
toczniowg oraz u oséb z grupy kontrolnej, ktére skorelowano z parametrami
klinicznymi i demograficznymi. Ta publikacja stanowi czes¢ eksperymentalng
niniejszej rozprawy. Ponadto, jest czescig wynikdbw bedgcych trescig zgtoszenia
patentowego z 2018 roku (nr: PCT/EP2018/052837; WO 2018/141975 Al.: Use of
serum 2-cysteine peroxiredoxins (2-cys-prdx) as biomarkers of chronic kidney
diseases, ktore po odestaniu naszych odpowiedzi na uwagi recenzentdw, jest

rozpatrywane w Europejskim Urzedzie Patentowym.

Nalezy zaznaczy¢, ze dostepne doniesienia naukowe omawiajgce role
peroksyredoksyn 1-5 dotyczg przede wszystkim choréb nerek na modelach
zwierzecych. Badania przeprowadzone w ramach mojej pracy doktorskie]
potwierdzajg, ze peroksyredoksyny 1-5 mogg miec istotne znaczenie kliniczne a
takze stuzyC petniejszemu zrozumieniu patofizjologi PChN o etiologii
klebuszkowych zapalen nerek. Mamy nadzieje, ze w efekcie pomogag réwniez w
diagnostyce i monitorowaniu efektéw leczenia oraz progresji PChN. Wszystkie
wymienione elementy wymagajg dalszych badan oraz ich walidacji w ramach
prospektywnego badaniaklinicznego z udziatem wiekszej liczby pacjentow.

32



6. Zatozenia i cel pracy

6.1 Zatozenia pracy

Podstawowym zatozeniem pracy byta weryfikacja hipotezy, czy stezenia
peroksyredoksyn 1-5 w surowicy krwi pacjentow z ktebuszkowymi zapaleniami
nerek w przebiegu nefropatii IgA, nefropatii btoniastej lub nefropatii toczniowe;
roznig sie miedzy sobg oraz czy dodatkowa korelacja z danymi demograficznymi
oraz klinicznymi, moze stanowic¢ narzedzierdznicujgce pacjentéw z IgAN, MN lub
LN. Projekt ten zostat zrealizowany w oparciu o uzyskane, opracowane i
skorelowanewyniki badanwstepnych orazistniejgce doniesienia naukowedotyczgce
markerdw stresu oksydacyjnego w chorobach nerek.

Realizacja pracy obejmowata:

a. wybdr i przeglad aktualnej literatury naukowej zwigzanej z proponowang
problematykg oraz przygotowanie pracy pogladowej dotyczacej roli stresu
oksydacyjnego w PChN;

b. zebranie materiatu biologicznego (krew petna, surowica krwi, mocz)
pochodzgcego od pacjentow z kiebuszkowymi zapaleniami nerek w
przebiegu nefropatii: IgA, btoniastej lub toczniowej, pozostajgcych pod
opiekg Poradni Nefrologiczno-Transplantacyjnej Kliniki  Immunologii,
Transplantologii i Chordb Wewnetrznych UCK WUM. Dobér grupy badanej
oraz pacjentow z grupy kontrolnej wykonano w oparciu o dane kliniczne.
Materiat biologiczny do tego projektu byt pobrany podczaswizyty w Poradni,
a pacjenci wyrazili pisemng zgode na udziat w badaniu na podstawie
udzielonych wczesniej zgéd Komisji Etycznej WUM (nr 9/2010 lub nr
199/2016);

c. wykonanie badan eksperymentalnych zwigzanych z tematem projektu -
weryfikacja i oznaczaniestezeniaperoksyredoksyn (1-5) w surowicy krwi z
wykorzystaniem testu immunoenzymatycznegoELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay), polegajgcego na ilosciowej ocenie zawartoSci
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1)

2)

3)

wskazanych biatek w materiale biologicznym z zastosowaniem technik
spektrofotometrycznych. Do oznaczen wykorzystano testy firmy ElAab

Science (Wuhan, Chiny);

przygotowanie bazy danych klinicznych oraz demograficznych;

opracowanie statystyczne uzyskanych wynikéw badan;

przygotowanie wynikéw do publikacji, zgtoszenia patentowego oraz pracy

doktorskie;.

6.2 Cele pracy

Poszerzeniewiedzy natemat znaczeniastresu oksydacyjnego ze szczegdinym
uwzglednieniem roli peroksyredoksyn 1-5 w patofizjologii przewlektej
choroby nerek w przebiegu wybranych kiebuszkowych zapaler nerek.

Ocenastezeniaperoksyredoksyn (1-5) w surowicy krwi pacjentow z PChN w

przebiegunefropatii IgA, nefropatii btoniastejlub nefropatii toczniowe;j.

Analiza statystyczna z korelacjg danych klinicznych i demograficznych,
celem weryfikacji mozliwosci wykorzystania w przysztosci oznaczen
stezenia peroksyredoksyn 1-5 jako potencjalnych markerow stuzgcych
nieinwazyjnej diagnostyce i/lub monitorowaniu pacjentow z PChN w

przebiegunefropatii IJAN, nefropatii toczniowej lub nefropatii btoniaste;j.



7. Kopie opublikowanych prac

7.1 Oxidative Stressin Kidney Diseases:The Causeor the Consequence?

Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, 2018
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Abstract

Exaggeratedoxidative stress(OS) is usually considered asa disturbance in regular function of an organism. The excessive
levels of OS mediators may lead to major damagewithin the organism’s cells and tissues. Therefore, the OS-associatedbio-
markers may be considered asnew diagnostic tools of various diseases.In nephrology, researchersarelooking for altemative
methodsreplacing the renal biopsy in patients with suspicion of chronic kidney disease(CKD). Currently, CKD is afrequent
health problem in world population, which can lead to progressiveloss of kidney function and eventually to end-stagerenal
disease. The course of CKD dependson the primary disease.lt is assumedthat one of the factors influencing the course of
CKD might be OS. In the current work, we review whether monitoring the OS-associatedbiomarkersin nephrology patients
can support the decision-making processregarding diagnosis, prognostication and treatment initiation.

Keywords Oxidative stress- Biomarkers - Chronic kidney disease

Introduction

Chronic kidney disease(CKD) is a public health problem
that, depending on country, affects approximately 8—13%
of population, involving both males and females (Fig. 1a)
in all ages(Fig. 1b, c) (Bruck et al. 2016; Chronic Kidney
Disease Prognosis et al. 2010). The main causesof CKD

are: diabetesmellitus, hypertension, glomerulonephritis and
cardiovascular diseases(Fig. 1d) (Mucha et al. 2016; Vas-
salotti et al. 2010). CKD is frequently progressive and the
progression dependson both the primary disease as well

as other factors, such asdiet, smoking, coexisting obesity,

etc. The initial suspicion of CKD is basedon the clinical

symptoms, suchasproteinuria, erythrocyturia or hematuria,
edemaor hypertension. However, the final diagnosis must be
confirmed by kidney biopsy (Mucha etal. 2016), which is an
invasive diagnostic method—for that reason the researchers
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Institute of Biochemistry and Biophysics, Polish Academy
of Sciences, Warsaw, Poland

Departmentof Clinical Immunology, Medical University
of Warsaw, Warsaw, Poland

and nephrologists are looking for a safer and less-invasive
diagnostic methods (Mucha et al. 2014). The researchers
discovered numerous serum or urine components, that can
contribute to the pathogenesisof kidney diseasesand there-
fore, might be taken under consideration as potential bio-
markers. However, there is still little consensusregarding
the applicability of eachof thesemarkers and searchfor new
biomarkersin CKD continues.

Some of the newly identified biomarkersin CKD are
related to oxidative stress(OS). Indeed, it is currently known
that several renal diseasesmight be related to coexisting
OS (Small et al. 2012). Generally, exaggeratedOS can be
considered as a disturbance in regular function of organ-
ism’s cells and molecules. In order to control the OS level,
the organism utilizes a natural ability to keep the balance
between pro- and antioxidant systems(Scholze etal. 2016).
It is believed that the main mediators of OS are reactive oxy-
gen species (ROS). Transiently increased concentrations of
ROS play asignificant role in maintaining organism’'s home-
ostasis, asthey are a part of the redox-related signaling, and
also in the immune defensesystem, asthey are produced in
high amountsin inflammation. However, the long-lasting
excessivelevels of ROS may lead to oxidation of DNA,
lipids or proteins (Matsuyamaetal. 2009; Small etal. 2012)
and causecellular damagein CKD patients (Scholze et al.
2016). Recently, this issue becomeseven more important,
asanumber of redox modulators are considered as potential
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Fig.1 Percentagenumber of patients diagnosed with CKD grouped by various parameters such as: a gender, b age (males), ¢ age (females), d
primary diagnosis. Figures abovesummarize patients data presentedin ERA-EDTA Registry annual report 2014 (Pippias et al. 2017)

therapeutics in various human diseases,e.g., in a range of
malignancies either as single compounds (Muchowicz etal.
2014; Trzecieckaetal. 2016) or in combinations with more
classical therapies (Chou etal. 2017).

Endogenous ROS are generated by several main enzy-
matic processessuch as cellular respiration (by the mito-
chondrial electron transport chain) or activity of nicotina-
mide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase
enzyme complex. Exogenous-derived ROS are usually
induced by external factors, such as chemical pollutants,
somedrugs or UV light exposure. Among ROS, the most
essential ones are free radicals: superoxide and hydroxyl
(HO), aswell asnon-radical molecules: hydrogen peroxide
(H,O,) and singlet oxygen. On the other hand, ROS can be
removed by our intrinsic enzymatic systems, such assuper-
oxide dismutase (SOD), catalase, glutathione- and thiol-
dependentenzymatic chains and other natural components
(Fig. 2). There is also arangeof antioxidant chemical agents
that can be introduced to the organism, e.g., in a diet (Di
Meo et al. 2016).

13

Regarding the kidney physiology, the main principle
of proper redox regulation is to maintain the balance of
electrolytes and physiological buffer systemsto keep renal
functions (Palm and Nordquist 2011). Additionally, kid-
neys remove a whole range of toxins and waste metabolites
(Aveles et al. 2010), which otherwise would accumulatein
the organism inducing an imbalance in redox homeostasis
(Poulianiti et al. 2016). Therefore, OS should be both seen
asa potential causeand a consequenceof CKD.

Biomarkers of OS

Potentially, a wide range of molecules can be usedas OS
biomarkers. All of the presented OS biomarkers can be
measured,depending on their origin (e.g., serum, plasma,
urine or tissue) or chemical form using various biotechno-
logical techniques such as: enzyme-linked immunosorb-
ent assays, radioimmunoassay, gas chromatography/mass
spectrometry, liquid chromatography/massspectrometry,
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immunolabeling, immunohistochemistry, etc. (Ho et al.
2013). Regardlessof the disease, it ought to be mentioned
that proper identification and validation of markers should
follow anumber of guidelines in order to produce meaning-
ful observations(Brennanetal. 2010; O'Leary etal. 2014).

Protein-Related Markers of OS

Among the cell constituents, the common target for ROS
reactivity is the thiol side chain of a cysteine residue, but
ROS can induce multiple other changesin the chemical
structure of intracellular and extracellular proteins (Wang
etal. 2012). Indeed, it hasbeenobserved that patients with
chronic CKD haveincreasedlevels of plasma thiol oxida-
tion and protein carbonylation that canindicate or evencon-
tribute to progressive renal dysfunction (Matsuyama et al.
2009). Other protein-related markersof OS include nitroty-
rosine, myeloperoxidase (MPO) and oxidized low-density
lipoprotein (OxLDL), asdescribedbelow.

Nitrotyrosine (Tyr-NO,) is often consideredasan oxida-
tive/nitrosative stressbiomarker in inflammatory diseases
(Herce-Pagliai etal. 1998). Nitration of tyrosine can be used
asanindicator of OS. Importantly, nitration of proteins and
lipoproteins may also play a significant role in pathophysi-
ology, e.g., the formation of foam cells which is mediated
by macrophagesthat take up the nitrated LDL molecules
(Graham etal. 1993).

The presenceof MPO was detectedin granules of human
inflammatory cells such as macrophages,neutrophils and

monocytes. MPO possessestheability to convert H,O, to
various types of ROS including: ‘OH, ONOO™, NO, and
HOCI which canthenmodify proteins, lipids or lipoproteins.
Due to the ability to generateHOCI, a potent antimicrobial

agent, the MPO plays a significant role in immune defense
system. Elevated levels of circulating MPO havebeenfound
in patients diagnosed with cardiovascular disease (CVD)

(Zhang et al. 2001). Prospective studies showed that high

MPO levels predict increasedrisk of cardiovascular disease
in healthy individuals (Meuweseet al. 2007). Likewise, in
CKD patients alteredfunctionality of MPO canindicate the
risk of development of endothelial changesand cardiovas-
cular complications (Kisic etal. 2016).

The accumulation of OxLDL stimulates production of
pro-inflammatory cytokines by overlying endothelial cells,
andtherefore it becomesone of the main mediators of CVD
development (Mertens and Holvoet 2001), also in patients
with kidney diseases(Pandyaet al. 2015). Interestingly,
OxLDL hasrecently been reported to predict the develop-
mentof renal dysfunctionin atrial fibrillation (Polovinaetal.
2016). However, in hemodialyzed patients OxLDL levels
did not significantly correlate with the risk major adverse
cardiac events(Wagner et al. 2017), so the applicability of
this markerin renal disordersremainsto befully elucidated.
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Lipid-Related Markers of OS

Besides proteins, lipids arethe extremely vulnerable sub-
strates for oxidation becauseof their specific molecular
structure and presenceof reactive double bonds (Porter
etal. 1995). The products of lipid oxidation that are con-
sidered as a biomarkers are: lipid hydroperoxides, fluo-
rescentproducts of lipid peroxidation, oxidation resist-
ance assaysand oxysterols (Ho et al. 2013). Generally,
human and animal research have shown that lipid oxida-
tion plays a significant role in predicting the progression
of cardiovascular and renal diseasesand their responseto
therapies. In kidney diseases,there are reports of using
such markers as: malondialdehyde (MDA), isoprostanes
(IsoPs) or isolevuglandins (IsoLGs) (Scholze etal. 2016),
asdescribed below.

MDA is generatedthrough peroxidation of polyunsatu-
ratedfatty acids; it interacts with proteins andis potentially
atherogenic. MDA is typically investigated from plasma
samples. The most popular method for MDA analysis is
a colorimetric assaybasedon the reaction between MDA
and thiobarbituric acid (TBA), also the TBA reacting sub-
stances (TBARS) assayare specific for MDA (Meagher
and FitzGerald 2000). MDA determination and the TBA
test can clearly explain the complex process of lipid per-
oxidation. By using the MDA analysisand/orthe TBA test,
also making a sample measurementsinterpretation, we
may determine the OS within an organism (Trevisan et al.
2001). For instance, MDA measurementswere carried out
in a study that included a group of 38 children diagnosed
with IgA nephropathy in order to assesswhetherthe serum
OS biomarkers levels measurements can be potentially
used as a non-invasive diagnostic method in this disease
(Pei et al. 2016). It was reported that the increased plasma
level of advancedoxidation protein products and MDA were
detected, and the SOD serum levels were decreased (Pei
et al. 2016). Interestingly, it hasbeenreported that serum
MDA can be downregulated by a recently synthesized
caffeic acid derivative: N-propyl caffeamide (Chenget al.
2017), which belongs to a class of potent candidatesfor anti-
inflammatory and cardioprotective drugs.

IsoPs are a family of stable, prostaglandin-like com-
pounds. They are formed in vivo from the free radical-
catalyzed peroxidation of essential fatty acids (primar-
ily arachidonic acid) (Morrow et al. 1990, 1992). IsoPs
are originally located on a cell membranethen they are
releasedinto circulation by phospholipases (Stafforini
et al. 2006), and then accumulate in tissues, blood and
urine. The most stable form of IsoPs that are considered
as a potential biomarker are F,-IsoPs (with F-type pros-
tanering). The researchconcerning IsoPs levels in urine
and plasma samples, collected from animals and humans,
showed that there is a correlation between OS and levels
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of thesebiomarkers (Fam and Morrow 2003). IsoPslevels
are also elevatedin caseof various OS-related risk fac-
tors such asdiabetes mellitus, obesity, cigarette smoking,
hypercholesterolemia, and hyperhomocysteinemia (Mor-
row 2005). Elevated F,-IsoPslevel is also associatedwith
renal vasoconstriction and major renal failure (Moore etal.
1998).

IsoLGs are products of cyclooxygenase and free radi-
cal-induced oxidation of arachidonates,they reactrapidly
andirreversibly with primary amineswithin the cell and
form pyrrole (lactam) and oxidized pyrrole (hydroxylac-
tam) adducts(Frijhoff etal. 2015). IsoLG adductspartici-
pate in pathological processeslike induction of inflam-
mation, immune responseor cell death, and also act as
inhibitors of ion channels. The results from researchin
animal models suggest that excessive levels of IsoLGs
could be related to atherosclerosis, hypertension, inflam-
mation, neurodegenerationor arrhythmia (Salomon and
Bi 2015), but also renal disease(Degenhardt etal. 2002).

Biomarkers of ROS-InducedDNAand RNAOxidation

OSinducesalso oxidation of DNA and RNA, through the
oxidation of nucleosides(particularly the guanine moiety),
which are then excretedinto the urine. The measurements
of urine samplesmay be interpreted as an indicator of the
cumulative body OS. Therefore, they are most suitable to
conditions where OS affects all tissuesin the body and
less to elevated OS in minor organs. Although more than
100 oxidative DNA-modifications have beenreported to
date, the most frequently usedis the 7,8-dihydro-8-oxo-2'-
deoxyguanosine(8oxodG), which is one of the well-known
OS biomarkers (Barregard et al. 2013), including kidney
diseases(Schupp et al. 2016). While a large proportion
of studies with this biomarker in renal diseaseshavebeen
carried out in hemodialyzed patients, there are also indi-
cations that 8oxodGlevels might correlate positively pro-
teinuria in CKD patients (Nakamura et al. 2010). Impor-
tantly, 8oxodG can be also measuredin urine, although
the diagnostic significance of this method is not clear at
present (Barregard et al. 2013).

It is worth mentioning that the deteriorating effects of
OS on DNA structure modulate the activities of DNA-
repair enzymes.Indeed, the polymorphisms of DNA-repair
genescan affect the DNA-repair capacity and modulate
patient’s susceptibility to renal disease. Such an effect
has beenreported in X-ray cross-complementing group
1 repair enzyme, where Arg399GIn polymorphism con-
ferred the increased risk of development of end-stage
renal disease(ESRD) (Trabulus et al. 2012). Also, meas-
uring the presenceand/or the activity of DNA-repair
enzymes, such as 8-oxoguanine-DNA-N-glycosylase-1
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(Cerrillos-Gutierrez et al. 2016), might help monitoring
the altered OS conditions in renal patients.

Biomarkers Relatedto Natural Antioxidant Capacity

While numerous works have evaluated the oxidant-related

biomarkersin CKD, thereis ascarcity of studies examining
the natural body antioxidants in this disease.One of such
studies hasincluded systemic lupus erythematous (SLE)
patientswith nephritis (Lalwani etal. 2015). The results of
this study have shown that decreasedserum thiols levels are
correlated to creatinine andserum C3 levels. Interestingly, it
hasbeensuggestedthat thiol levels may be usedto differen-

tiate betweenSLE patientswith andwithout renal pathology
(serum thiol levels are not affected by immunosuppressive
drug therapy). It is possible that combination of thiols and
creatinine or C3 serum levels may be used as a future pre-
dictive biomarker of chronicity of renal pathology in SLE
patients (Lalwani etal. 2015).

Oxidative Stressin a CKDPatient
Causes

There are different mechanismsthat could explain the
existence of elevated OS in patients suffering from CKD.
The basic characteristics of renal patients are as follows:
advancedage, diabetes and renal hypertension, all of which
predisposethem to increasing levels of OS comparing to the
generalpopulation. Another causeof OSin CKD patientsis
inflammation. Thereis a correlation betweenrenal dysfunc-
tion and the mediators and markers of inflammation such
as C-reactive protein, interleukin (IL)-6, tumor necrosis
factor-a andfibrinogen, which provesthat CKD is aninflam-
matory processitself (Cachofeiro et al. 2008). In response
to activation of polymorphonuclear neutrophils, the MPO is
generatedand activated ROS excretion. Indeed, serum MPO
was found to be associatedwith markers of inflammation
in CKD patients (Kisic et al. 2016). The potential roles for
other OS-related markers have beendescribed above. Gener-
ally, the dysregulated systemic redox status can be already
detected at an early stagesof CKD (Miranda-Diaz et al.
2016) andit tendsto increase along with the progression of
the renal disease,which translates into gradual exaggeration
of generalizedtissueinjury in CKD patients and contributes
to CKD-associatedcomorbidities (Tucker etal. 2015). This
exaggeration of OS mediators is not accompanied with an
increaseof antioxidant capacity of the body (Karamouzis
et al. 2008), which induces adeepeningimbalance in redox
statusof the CKD patient. Additionally, an obvious factor
contributing to OSin late-stage CKD is a dysregulated meta-
bolic wastedisposal.

Notably, renal replacementtherapy with maintenance
hemodialysis doesnot improve the OS conditions in CKD
patients after they progressedinto ESRD. Conversely, each
session of hemodialysis induces OS, becauseof ROS excre-
tion on the surface of dialysis membranes(Peuchantet al.
1994), partly due to activation of phagocytes(Himmelfarb
et al. 2001). Hemodialysis also tendsto further exhaustthe
antioxidant capacity of the body (Jacksonetal. 1995). Inter-
estingly, vitamin E-coated dialysis membraneshave been
recently shown to reduce the levels of oxidative genetic
damagein hemodialysis patients (Rodriguez-Ribera et al.
2017). Other studies suggestedthat applying cinacalcet (Ari
etal. 2014) or lowering dialysate sodium (Macunluoglu etal.
2016) canimprove systemic OS in maintenance hemodialy-
sis patients. What is less understood are the causesunderly-
ing increasedOSin patients undergoing continuous ambula-
tory peritoneal dialysis (CAPD) (Mehmetoglu et al. 2012).
According to a recent study, in CAPD patients there is a
noticeable distortion in OS managementcausedby increased
enzymatic activity of SOD combined with a decreasein the
activities of catalaseand glutathione peroxidase (Ertan et al.
2017). Another study suggeststhat elevated plasma cyclo-
philin A can be one of the mediators of OS and inflamma-
tion in dialyzed patients (Jin and Vaziri 2017). Generally,
however, patients undergoing CAPD are considered less
predisposed to OS-related disorders than the hemodialyzed
patients (Stepniewska et al. 2015).

Consequences

Systemic OS can significantly contribute to endothelial
dysfunction (Annuk etal. 2005) along with exaggerationof
atherosclerosis (Esper et al. 2006) and development of CVD
(Paoletti etal. 2005). As excessiveROS are genotoxic (Stop-
per et al. 2004; Stoyanovaet al. 2010), OS may be a factor
contributing to higher malignancy ratesin ESRD patients
(Shangetal. 2016). Also, the structural changesinduced by
ROSin B,-microglobulin are correlated with the incidence of
amyloidosis due to inflammatory processesin renal patients
(Capeillere-Blandin etal. 1991). Other OS-relatedproblems
in CKD include aggravation of hypertension (Mathis et al.
2012), and also neurologic disorders (oxidation of myelin),
anemia (decreasein erythrocyte lifespan), inflammation
(activation of nuclearfactor kB: NF-kB), fibrosis andaccel-
eratedaging (reviewed in Vaziri 2004). Lastly, OS canalter
multiple functions of the body through oxidation of hor-
mones, such as parathyroid hormone (Hocher et al. 2012).

Clinical Biomarkers
To help better understandingand monitoring of CKD pro-

gression there are few basic biomarkers such as serum cre-
atinine, which is the main biomarker of kidney function used
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in clinical approachandit is usedto estimate glomerular

filtration rate (making eGFR), which correlates serum cre-
atinine level with sex, ageand weight of patient. However,

those parametersare not fully applicable in diagnosis and
prognosis of kidney injury. First of all, there are numerous
limitations that enable using serum creatinine to estimate
actual renal function, e.g., noticeable reduction of GFR can
be presentbefore avisible rise of creatinine level which may
lead to irreversible loss of kidney function before the change
of serumcreatinine level. Moreover, creatinine in generalis
apoor biomarker that precludesthe early diagnosis of acute
renal injury anddifferentiation betweenvarious causes.That
is why creatinine is anunreliable biomarker of kidney dam-
ageand there is a large need for searching an appropriate

one (Malyszko 2010).

Recently, a new type of biomarker has been proposed,
namely the neutrophil gelatinase-associatedlipocalin
(NGAL), the memberof lipocalin family, which is expressed
at low levels in several human tissues (including kidney)
and possessestheability to scavengeiron molecules, which
are rapidly induced and releasedfrom the injured distal
nephron (Mishra et al. 2003). Becauseof small molecular
size (25 kDa) and resistanceto degradation, NGAL is rap-
idly excreted and may be easily detected in urine. NGAL
hasrecently beenvalidated as a useful biomarker of CKD
progression (Malyszko etal. 2008), and also anindicator of
acutekidney injury in kidney transplantation patients (it may
be usedasa predictive biomarker for delayedgraft function
following kidney transplantation) (Malyszko et al. 2009).
Importantly for this work, production of NGAL hasbeen
reported as an indicator of a responseto OS before organ
dysfunction can be detected by other biomarkers in acute
kidney injury (Haaseetal. 2011).

Therapeuticlmplications
Control of the DiseaseUnderlying CKD

Treatment of the underlying diseasein CKD patients can
directly translateinto better control of OS conditions in their
organs. This phenomenonis clearly noticeable, e.g., in dia-
betespatients, in which the proper control of glycemia can
indeed alleviate OS and its consequences(Fiorentino et al.
2013). The sameholds true for other diseases,such asauto-
immune disorders or hypertension.

Application of Antioxidants in CKD
The attempts of antioxidant therapy have beenalready con-
ducted in randomized trials at various stagesof renal dis-

ease,e.g., the study of SecondaryPrevention with Antioxi-
dants of Cardiovascular Diseasein End-stage Renal Disease
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(SPACE) with the useof high-dose vitamin E. It wasfound
that the hemodialyzed patients with a history of CVD,
treatedwith high-dose vitamin E, hadsignificantly reduced
cardiovascular symptoms (Boaz et al. 2000). The positive
results from the SPACE trial suggestthat OS may be amajor
factor in cardiovascular disturbance in renal diseasethan
in others. Also other researchsuch as Prevention of Events
with Angiotensin-ConvertingEnzymelnhibition trial, foster
the hypothesis about OS as particularly adversein patients
with CKD. It turned out that the angiotensin-converting
enzymeinhibitor (trandolapril) reduceall-cause mortality
only in patients with a GFR of 60 mli/min per 1.73 m? com-
paring to thosewith a preservedrenal function (Solomon
et al. 2006). A study by Pemaet al. (1991) has shown an
impaired activity of alpha-ketoglutarate dehydrogenaseof
heart mitochondria in chronic renal failure. Further stud-
ies haveled to conclusion that alpha-ketoglutarate (AKG),
which is that one of the metabolites in Krebs cycle, pos-
sessesanability to keep the redox balancewithin the cells.
This moleculeis involved in multiple metabolic andcellular
pathways, e.g., serve asan energy donor, signaling molecule,
regulator of epigenetic processesand precursor of amino
acid biosynthesis. AKG also mediatesin biosynthesis of
collagen or regulation of geneexpression (Zdzisinska et al.
2017). Indeed, someprevious research(Long and Halliwell
2011; Sokolowska et al. 1999) suggeststhat AKG may be
usedasatherapeutic agentin statesof protein deficiency and
harmful OS conditions and could be usedin kidney disease
patients (Birck etal. 1999).

Despite these results, antioxidant therapies have not
become a standard of care in renal patients up to date and
more investigations are needed.It mainly remains unknown
how antioxidant treatment can potentially alter the progres-
sion of CKD itself.

Potential Antioxidant Agentsin CKD

The future treatment therapies of CKD patients should be
focused on reduction of ROS levels. One can suggestthat
it is already possible, e.g., with an application of several
biological agentsthat may be usedas an antioxidant treat-
ment agentsin CKD. According to Small et al. (2012) they
are represented by group of organic compounds such as:
vitamin A, C, E; betacarotene, N-acetyl cysteine (NAC) or
flavonoids (e.g., resveratrol). Their main aim is to scavenge
free radicals by incorporating into the cell plasma mem-
brane, to block oxidation of lipids and DNA, which are the
main causesof cellular damage.Vitamin E and C are usu-
ally delivered together, becausein living organismsvitamin
C participates in recycling of vitamin E, which increases
antioxidant efficacy (Frei et al. 1990). NAC is considered
an essential precursor to many endogenous antioxidant
agentsinvolved in the decomposition of ROS. L-cysteine is
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the limiting precursorto biosynthesis of glutathione. The
sulfhydryl-thiol group of L-cysteine revealedalso an ability
to scavengefree radicals. The results of NAC supplementa-
tion in CKD patients havebeenvariable. The NAC pretreat-
ment showed the antioxidant properties by reducing ROS-
dependentactivity of NF-kB (Tumur et al. 2010), serum
8-isoprostane, MDA, and the inflammatory cytokine, e.g.,
IL-6 (Hsu et al. 2010; Nascimento et al. 2010). However,
in generalthe resultstreatmentof CKD patients with NAC
were disappointing (Renke et al. 2010).

Other antioxidant agentsthat may be usedin CKD ther-
apy are omega-3 polyunsaturated fatty acids, represented
by docosahexaenoic acid and eicosapentaenoic acid. They
havebeeninvestigated in a large rangeof in vitro andin vivo
CKD models. They support organisms’ antioxidant defense
systemsby enhancing y-glutamyl-cysteinyl ligase and glu-
tathione reductaselevels (Arab et al. 2006). In progressive
renal fibrosis models, the structure and function of kidneys
were improved using docosahexaenoicand eicosapentaenoic
acid supplementation. They also reducedinflammation, OS
and tubulointerstitial fibrosis (Peakeet al. 2011). Another
antioxidant agentallopurinol andits metabolite, oxypurinol,
are the inhibitors of xanthine oxidoreductase and possess
the ability to decreaseserumuric acid levels. Allopurinol
treatment relies on blocking the reabsorption of uric acid
(El-Sheikh etal. 2008) and hasa protective effect in diseases
involving OS. Severalstudiesin human CKD patients show
that allopurinol improved endothelial functions, prevented
the increasedleft ventricular massand slowed the progres-
sion of CKD by lowering patients serum uric acid levels
(Kao et al. 2011; Siu et al. 2006).

The progressionof CKD is strictly associatedwith ather-
osclerotic process.In regard to that, researchersproposed the
useof aphenolic compound—tesveratrol, which possessan
antioxidant and anti-inflammatory properties. Through the
modulation of mechanismswhich aredirectly involved in OS
and inflammation, resveratrol plays animportant role con-
trolling various metabolic disordersassociatedwith CKD. It
possessesability to activate the transcription-related nuclear
factor erythroid 2 or sirtulin-1 protein which are associated
with the reduction of inflammation. Thesetwo agentsare
able to inhibit/antagonize the activity of the NF-kB, that
participates in the inflammatory response(Saldanhaet al.
2013). Although promising at the beginning, clinical stud-
ies haveshown that there were no significant differences in
pro-inflammatory or OS-relatedbiomarkersin non-dialyzed
CKD patients (Saldanhaet al. 2016). However, additional
studies with different times of treatment or dosesshould
be conducted to better understand the effects of resveratrol
supplementation.

In the grand majority of conductedtrials, it was noticed
that the effect of antioxidant therapy dependson the stage
of CKD and for patients with advancedCKD stage3 or 4,

dialyzed or transplant recipients, there are some beneficial
outcomes such as significantly reducedrisk of ESRD and
creatinine levels. In clinical research,antioxidant therapies
require more time to confirm the applicability of various
antioxidant agentsaseffective treatment methods.

Potential AdverseEffectsof Antioxidant Treatment

Several recent studies have suggestedthat excessive anti-

oxidant treatment can be the cause of a range of adverse
effects (Hamishehkar et al. 2016), including anincreasein
all-causemortality (Miller etal. 2005), that especially holds
true for an application of antioxidant vitamins in ESRD
patients (reviewed in Kosmadakis etal. 2014). For instance,
some studies suggestthat supplementation with high doses
of vitamin C may actually increasethe lipid peroxidation
(De Vriese et al. 2008) or may worsen clinical symptoms
(Singer 2011) in hemodialysis patients. Therefore, caution
and proper monitoring shall be advised for the useof anti-
oxidantsin ESRD patients until well-designed large clinical

outcometrials are available.

Conclusions

In summary, monitoring OS biomarker levels seemsaprom-
ising way to improve nowadaysdiagnostic methodsin CKD.
The main question of the redox-focused studiesin renal dis-
easesis about the correlation between disturbance in bal-
anceof pro- and antioxidant systemsandits influence for the
developmentand progressionof kidney failure. To study this
phenomenon, it is neededto find a setof biomarkers that can
be easily monitored and usedfor a non-invasive detection
of redox disturbancein CKD. In future, it may help in the
better understanding of the CKD etiology and make patient
treatment and care more efficient.
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Abstract

IgA nephropathy (IgAN), membranousnephropathy(MN), and lupus nephritis (LN) representimportant causesof chronic
kidney disease.They belong to the immune-mediated glomerulonephritis (GNs), and have distinct pathogenesis,distinct
clinical courses,and variable responsesto treatment. Therefore, specific diagnostic proceduresare necessaryfor more effec-
tive patient management.Recently, a role for oxidative stresshasbeenproposedin various renal disorders. Thus, molecules
related to oxidative stress,suchas2-Cys-peroxiredoxins (PRDXs), may representplausible candidatesfor biomarkers in renal
pathologies. The aim of this study wasto assesswhetherthere are differences betweenindividual GNs and healthy controls
in the context of PRDXs serum concentration. We enrolled 108 patients with biopsy-provenIgAN (47), MN (26), LN (35)
and 30 healthy age- and sex-matchedcontrols. The serum concentrations of PRDX 1-5 were measuredwith ELISA assays
and correlated with demographic and clinical data. The PRDXs’ concentration varied depending on the GN type. We also
observedan association of PRDXs with lower estimated glomerular filtration rates, complement, hemoglobin, and body mass
index. Our study indicates that individual PRDX can play roles in pathophysiology of selected GNs andthat their serum
concentrations may becomeuseful asa new supplementary diagnostic markersin IgAN, MN aswell asLN. The results of
this study open anew avenuefor prospective researchon PRDXs in renal diseases.

Keywords Chronic kidney disease- IgA nephropathy - Lupus nephritis - Membranous nephropathy - Oxidative stress-
Peroxiredoxins

Introduction

Chronic kidney disease(CKD) is a growing public health
problem, affecting approximately 8—13% of the popula-
tion (Briick etal. 2016; Hill et al. 2016). Furthermore, it is
projected that in 2040, CKD will bethe fifth leading cause
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of deathin the world (Foreman et al. 2018). Glomerulone-
phropathies (GNs) such asIgA nephropathy (IgAN), mem-
branous nephropathy (MN), and lupus nephritis (LN) are
immune-mediated, although they have different etiologies,
and are among the most frequent causesof CKD (Pippias
et al. 2017). GNs account for about 20% of CKD casesin
most countries, usually affecting young people and carry a
lifelong CKD burden (Floege and Amann 2016). IgAN and
MN belong to the primary GNs, and their annualincidence
is estimated at 2-5 and 1-2 casesper 100,000 adults, respec-
tively (McGrogan et al. 2011). LN develops secondaryto
systemic disease, and its incidence is estimated at 0.4-0.7
casesper 100,000 population per year (Patel et al. 2006).
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Unfortunately, GNs frequently progressasymptomatically
or presentwith proteinuria, erythrocyturia or hematuria,
edema, and hypertension (Vassalotti et al. 2010). These
symptoms are neither specific nor sensitive enough for any
GN. The diagnosisis difficult and frequently too late, and
still requireshistopathological evaluationby kidney biopsy,
aninvasive procedurewith known risks (Mucha etal. 2016).
Therefore, alternative, specific, reproducible, and safer
methods are neededto facilitate noninvasive diagnosis.

There are specific markers that may help to diagnose
glomerular diseases,including galactose-deficient IgA1
and IgG autoantibodies that correlate with IgAN (Plac-
zek et al. 2018), anti-phospholipid 2 receptor antibodies
that correlate with the histological picture of MN, and
anti-double-stranded DNA antibodies associatedwith LN
activity (Na et al. 2017). Multiple urine and serum pro-
teins (Gao et al. 2018; Krata et al. 2018; Moszczuk et al.
2021; Mucha et al. 2014) or gene polymorphisms (Xie
et al. 2020; Pacet al 2021) have been proposed asmarkers
of different kidney diseasesin the last decade.However,
their diagnostic and/or prognostic utility remainsto be
validated (Krata et al. 2018; Selvaskandanet al. 2020;
Sethi et al. 2019, 2020; Yanagawaet al. 2014). In this
study, we focused on oxidative stress-related markers,
2-cysteine peroxiredoxins (2-Cys PRDXs), as potentially
discriminatory in renal diseases.

Oxidative stress (OS) is one of the mechanisms
involved in the progressionof every type of CKD, includ-
ing GN (Krata et al. 2018). Indeed, specific CKD-related
conditions may lead to the overproduction of reactive
oxygen species(ROS). It wasreported that CKD patients
have increased levels of plasma thiol oxidation and car-
bonylation, but the role of PRDXs in the pathophysiol-
ogy of kidney diseasesremains unknown (Cachofeiro
etal. 2008; Krata et al. 2018). PRDXs, which are similar
in function to well-known antioxidant enzymessuch as
catalase and glutathione peroxidase, possessthe ability
to reduce excessivelevels of hydrogen peroxide, one of
the major OS mediators (Jeong et al. 2012; Yang and
Lee 2015). Importantly, kinetics measurementsimply
that PRDXs reduce more than 90% of cellular peroxides
(Adimora et al. 2010; Perkins et al. 2015; Winterbourn
2008), which predisposesthem to being a crucial fac-
tor in cellular OS regulation. Oxidative stresshasbeen
reported in kidney disease,due to both antioxidant deple-
tions as well asincreased production of ROS (Daenen
et al. 2019; Irazabal and Torres 2020). The kidney is
a highly metabolic organ, rich in oxidation reactions
in mitochondria, which makesit vulnerable to damage
causedby ROS (Aranda-Rivera et al. 2021). Therefore,
OS can accelerate kidney disease progression. Different
PRDX isoforms were reported to beinvolved in diabetic
nephropathy (Lee and Lee 2018), ischemia/reperfusion
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damage(Sharapov et al. 2020), obstructive kidney disease
(Hwang etal. 2019), ciliopathies (Zacchia etal. 2020) and

acute tubular necrosis (Wu et al. 2017). However, the role

of PRDXs in the pathophysiology of glomerular diseases
is not well known.

In the current study, we hypothesized that 2-Cys
PRDXs could be differentially involved in IgAN, MN,
andLN. If so,the PRDX family could serveasadditional
markers of specific GNs. Therefore, the aim of this study
wasto evaluate PRDX 1-5 serum concentrations in IgAN,
MN, and LN patients and healthy controls.

Materials and Methods
Patients

We enrolled 108 patients (GN group) diagnosed by renal
biopsy with IgAN (47), MN (26), andLN (35). The exclu-
sion criteria were active infection, current pregnancy,
history of malignancy, or previous organ transplantation.
The healthy control group was defined by the absenceof
any kidney diseaseor other chronic diseasesrequiring

treatment and consisted of 30 age- and sex-matched vol-

unteers. Demographic characteristics of study participants
are presentedin Table 1. The study was performed in
accordancewith the Declaration of Helsinki guidelines
for research on human subjects and was approved by the
Ethics Committee of the Medical University of Warsaw
(KB/9/2010 and KB/199/2016), and written informed
consentwas obtained from all the participants.

Methods
Material Collection

Blood sampleswere collected once from eachof the indi-
viduals (fasting) into serum separating tubes (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). To obtain serum,
blood sampleswere left to clot at 23-25 °C (room tem-
perature, RT) for 30 min and centrifuged at 2000 RPM at
RT. Serum sampleswere stored in aliquots at— 80 °C until
further measurements.

PRDXMeasurements

The serum concentration of each of PRDX (1-5) was
measuredusing commercially available enzyme-linked
immunosorbent assays(EIAab, Wuhan, China). Briefly,
the samples and standards were added to the microtiter
plate and pre-coated with a biotin-conjugated antibody
specific to the target antigen. The standards and samples
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Table1 Characteristics of study participants
Healthy controls IgAN MN LN GN group P value
Demographics
Age (years) 44.4+ (12.9) 431+ (13.3) 54.1+ (13.4) 452+ (12.4) 46.4+ (13.6) 0.022
Male (%)** 43.3% 51.1% 57.7% 31.4% 46.3% 0.773
BMI (kg/m?) 23.8+(34) 27.3+ (3.8) 257+ (4.1) 247+ (7.9) 26.1+ (5.5) <0.001
Laboratory data
WBC (G/L) 5.6 (1.02) 8.2+ (2.4) 8.6x (3.1) 7.0+ (3.5) 7.9+ (3.02) <0.001
HGB (g/dL) 13.9+ (1.2) 141+ (1.5) 13.6+ (1.8) 13.2+ (1.8) 13.5% (2.4) 0.128
HCT (L/L) 0.422+ (0.036) 0.434+ (0.042) 0.423+ (0.052) 0.411% (0.056) 0.424+ (0.049) 0.289
PLT (G/L) 236.2+ (53.8) 251.3+ (54.6) 248.5+ (78.9) 243.6% (87.2) 248.1+ (71.5) 0.842
C3 (mg/dL)* n.a 1141+ (27.7) 106.5+ (48.9) 94+ (26.6) 106.1% (30.2) 0.006
C4 (mg/dL)* n.a 26.2+ (6.9) 29.0+ (11.3) 16.31 (8.0) 22.8+ (9.0) <0.001
Serum creatinine (mg/dL) 0.86+ (0.14) 1.47+ (1.11) 1.13£ (0.46) 1.07+ (0.68) 1.26+ (0.87) 0.013
eGFR(ml/min/1.73 m?) 92.2+ (13.7) 71.7+(34.4) 74.2+ (26.2) 82.1+ (27.9) 75.6% (30.5) 0.059
Proteinuria® na 0.96% (1.14) 1.00+ (1.23) 0.46+ (0.63) 0.82+ (1.05) <0.001
(9724 h)
Total serumprotein (g/dL) 7.4+ (0.3) 7.0+ (0.6) 6.5+ (1.2) 7.0 (0.5) 6.9+ (0.7) 0.139
Serumalbumin (g/dL) 4.3+ (0.1) 3.91 (0.4) 3.9+ (0.6) 3.9+ (0.3) 3.91 (0.4) 0.029
Seruma-1 (g/dL) 0.3+ (0.03) 0.3+ (0.05) 0.3+ (0.06) 0.3+ (0.06) 0.3+ (0.05) 0.345
Serum o-2 (g/dL) 0.6+ (0.07) 0.725+ (0.1) 0.8+ (0.12) 0.789+ (0.13) 0.750+ (0.11) 0.011
Serum -1 (g/dL) 0.5+ (0.05) 0.487+ (0.07) 0.477+ (0.07) 0.478+ (0.11) 0.484+ (0.07) 0.909
Serum (-2 (g/dL) 5.6% (1.4) 4.7+ (2.8) 6.0+ (1.2) 4.9+ (2.6) 5.00+ (2.6) 0413
Serumy (g/dL) 1.3+ (0.2) 1.1£(0.2) 0.8+ (0.3) 1.1£ (0.3) 1.1£(0.3) 0.018

Values are given as meantSD. Level of significance was calculated with Chi-squared test and non-parametric Kruskal-Wallis test. P < 0.05
indicates that at least one studied group is significantly different from one other group. *Healthy controls group excluded from comparison;
**comparison between GN and healthy control; n.a. not available; BMI body massindex, WBC white blood count, HGB hemoglobin, HCT

hematocrit, PLT platelets, eGFR estimatedglomerular filtration rate

were added in a determined order the amount of 100 pL
perwell. Then, avidin-conjugated horseradish peroxidase
was addedto each microplate well. The enzyme—substrate
reaction was terminated by the addition of sulfuric acid
solution. Color changesin eachwell were measuredspec-
trophotometrically at awavelengthof 450 nm on a BioTek-
PowerWaveXS microplate reader(BioTek, Winooski, VT,

USA). The targeted antigen concentration was determined
by comparing the optical density absorbanceof samples
to the standard curve. Samples below the detection range
for eachtest were set asthe lowest concentration obtained
from the standard curve to avoid losing the meaningful

part of the results and computereliable statistical analysis.

Biochemical and Clinical Characteristics

Laboratory testsof serum creatinine, proteins, complement,
blood morphology, urine analysis,andurinary protein were
assayedby routine laboratory techniques. The estimated
glomerular filtration rate (eGFR) was calculated according
to the Chronic Kidney Disease—Epidemiology Collabora-
tion equation.Body weight in kilograms wasdivided by the

squareof height in meters (kg/m?) to evaluate body mass
index(BMI).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed in R version 3.6.1.
and Statistica 13.1 (StatSoft). Results were expressedas
meanz standarddeviation, mediant interquartile range,
or a percentagevalue. All variables were tested for nor-
mal distribution by the Shapiro—Wilk test. Non-normally
distributed variables were analyzed by non-parametric
tests. Comparisons between demographic data were tested
by the Kruskal-Wallis test (quantitative variables) and
Chi-squared test (qualitative variables), whereascompari-
sonsin biomarker levels between control and GN groups
were tested by the Mann-Whitney U test. Given that the
biomarkers are non-normally distributed, the association
between pairs of parameters were analyzed using Spear-
man’s correlation. To correct for testing multiple hypothe-
ses,in PRDX assessmentin three GN groups, we used the
Bonferroni method—given a total number of 15 compara-
tive tests: 5 biomarkers and 3 disease groups compared
to controls, we considered P value< 0.05/15 or 0.0033
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Fig.1 PRDX 1-5 concentrations in patients with GN and healthy
controls. Data are presented as box-and-whisker plots; box repre-
sentsinterquartile range (IRQ) with line setas median value for each
PRDX concentration, ends of whiskers represent+1.5 IQR of value

statistically significant. Receiver-operatingcharacteristic
curves (ROC) were calculated with cutoff points estab-
lished by binary logistic regressionwith a significance
level of P< 0.05 and 95% confidence interval. The ROC
analysis results were interpreted asfollows: AUC < 0.50,
low diagnostic accuracy; AUC in the rangeof 0.50-0.70,
moderate diagnostic accuracy; and AUC> 0.70, high
diagnostic accuracy.
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(maximum/minimum), and individual data points indicate outliers.
P<0.05 was considered significant (Mann-Whitney U test). GN—
IgAN, MN, LN combined; (a) PRDX 1; (b) PRDX 2; (c) PRDX 3;
(d) PRDX 4; (e) PRDX 5; n.s.—notsignificant

Results

Discrimination Between GNPatients and Healthy
Subjects

We were able to discriminate GN patients in total from
healthy subjects basedon significantly elevated PRDX 1, 2,
and4 (Fig. 1a, b, d). No differences in PRDX 3 and 5 levels
were observedbetweenGN and controls (Fig. 1c, e); however,
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Fig.2 Peroxiredoxin (PRDX) 1-5 concentrations in IgA nephropa-
thy (IgAN), membranousnephropathy (MN), lupus nephritis (LN)
and healthy controls. Data are presented as box-and-whisker plots;
box representsinterquartile range (IRQ) with line setasmedian value
for each PRDX concentration, ends of whiskers represent+1.5 IQR

aclear tendencyfor higher concentrations of these PRDXs in
GN patients hasbeenobservedin caseof PRDX 3.

SubclassVariability

Depending on the PRDX subclass, the serum concentration
varied betweenIgAN, MN, and LN patients and healthy

of value (maximum/minimum), and individual data points indicate
outliers (Mann-Whitney U test). P value was considered significant
if<0.05 and<0.033 after Bonferroni correction; (a) PRDX 1; (b)
PRDX 2; (c) PRDX 3; (d) PRDX 4; (e) PRDX 5; n.s. not significant

controls (Fig. 2). IgAN patients had significantly higher
concentrations of PRDX 1 and 2 (P < 0.001 and< 0.043,
respectively; however, only PRDX 1 remained significant
after Bonferroni correction; Fig. 2a, b); the MN group had
almost the samePRDX levels, exceptfor PRDX 2 (P= 0.001;
Fig. 2b), whereas the levels of PRDX 2, 3, and 4 in LN
patients were significantly elevated(P < 0.001, < 0.002, and
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< 0.001, respectively; Fig. 2b—d) comparedto those in the
control group. Importantly, we noticed significant differ-
encesbetweenthe diseasegroups. Comparing IgAN and MN,
higher PRDX 1 level wasrevealedlevel in IgAN patients
(Fig. 2a). The significant differences betweenlgAN andLN
varied depending on the PRDX subclass (1-4) (Fig. 2a—d),
whereas comparing LN assessmentandMN revealed higher
levels of PRDX 3 and4 in LN individuals (Fig. 2c, d).

To confirm the diagnostic accuracy of PRDX levels, we
performed ROC analysis to strengthen the significance of
the obtained results. The most prominent AUC values were
detectedfor PRDX 2 (0.652) and 4 (0.653) to discriminate
GN from controls and for PRDX 1 to discriminate IgAN
from LN (0.733)andMN (0.788) (Table 2).

Single-Patient PRDXConcentration Panel (Heatmap)

Based on our results, we prepared a heatmap (Fig. 3) of
PRDX concentrations for all the studied groups. The detec-
tion range was set as consecutive concentrations obtained

from the standard curve (Table 3). The heatmap suggests
the PRDX 1 potential to differentiate IQAN from other GN
or controls. Moreover, PRDX 2 concentrations seemsignifi-

cantly higher in LN patients, thanin IgAN and controls (as
shownin Fig. 2b). This illustrates possible differential GN
diagnostic pattern for PRDX 1 and 2; however, to confirm it

is applicability, further studies addressingthe subclassvari-

ability, relationship to such parametersas age, eGFR, pro-
teinuria and anemia are required.

Correlations
GlomerularFiltration Rate

We observedsignificant correlation betweenPRDX 2 serum
concentration and renal function asexpressedby the eGFR
in IgAN (P=0.001)andLN (P = 0.001) patients(Fig. 4a,
b), andsimilarly for PRDX 3in MN (P= 0.041)andIgAN
(P=0.041) patients (Fig. 4c, d).

Complement components C3and C4

The complement component concentration showed an
inverse associationwith PRDX 1 in IgAN (P=0.031) and
LN (P= 0.005and P= 0.008) patients (Fig. 5a, b, c) and
PRDX 3 (P=0.032andP= 0.035)in LN patients(Fig. 5d,e).
An association was also found with PRDX 3 in the whole
GN group (SupplementaryTable 1) (Fig. 5).

Other Parameters

In addition, a significant inverse correlation betweenPRDX
2 and hematocrit (HCT) was observedin the GN group
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(P=0.001). Further analysis revealedthat HCT was corre-
lated with PRDX 2 in LN only (P= 0.011). The association
betweenhemoglobin (HGB) level and serum PRDX 2 con-
centration wasfound in the whole GN group (P=0.001) and
in IgAN (P=0.025)andLN (P = 0.005) separately(Sup-
plementary Table 1).

We noticed asignificant correlation betweenPRDX 3 and
24 h proteinuria in the whole GN group (P = 0.013), but not
in IgAN, MN or LN separately.Moreover, 24 h proteinuria
was correlated to PRDX 2 only in MN patients (P = 0.014)
(Supplementary Table 1). At the sametime, we did observe
an association of PRDX with serum proteinogram changes.
For example, in IgAN patients, seruma-1 and 3-1 globu-
lins, were correlated significantly with PRDX 1 (P= 0.032;
P=0.001, respectively), while -2 globulins were correlated
with PRDX 1 (P=10.021), 3 (P=0.018)and4 (P= 0.004).
Furthermore,in the MN group, -2 globulins correlated with
PRDX 2 (P= 0.033), andin the LN group, p-1 globulins cor-
related with PRDX 1 (P = 0.048) (Supplementary Table1).

A significant correlation was also found betweenBMI
andPRDX 5 in IgAN patients (P = 0.012). Other significant
associations are summarized in Supplementary Table 1.

Discussion

In this study, we show that serum levels of PRDX 14 were
significantly elevatedin IgAN, MN, andLN patients com-
paredto healthy individuals. In addition to the differences
between diseaseand control groups, we also found that each
GN type revealedadistinct PRDX pattem. Thereis no straight
explanation why there would be differences in oxidative stress
markersbetweendifferent types of GN. The dataon biological
reasonsfor thesedifferences arelargely missing.

Oxidative stressis defined as a disturbance in the natu-
ral ability of cells to maintain a balance betweenpro- and
antioxidant systems(Krata et al. 2018; Selvaskandanet al.
2020; Sethi et al. 2019, 2020; Yanagawa et al. 2014).
Although moderate levels of hydrogen peroxide are neces-
sary for numerous cellular processes,in excessive concen-
trations it can causecell and tissue damage (mediated by
oxidation of lipids, proteins, or DNA). Severalmechanisms
are responsible for the removal of reactive oxygen species,
including superoxide dismutase, catalase, peroxidase, the
peroxide—redox—thioredoxin—thioredoxin reductaseenzy-
matic chain, and a number of non-enzymatic antioxidants
(Descamps-Latschaet al. 2001). PRDXs are known as bio-
markers for cancer (Basu et al. 2011; O'Leary et al. 2014),
bacterial infections (Yang et al. 2018), and neurodegenera-
tive (Goemaereand Knoops 2012) and inflammatory-related
diseases(Park et al. 2016). Their role in the pathophysiol-
ogy and/or diagnostics of IgAN, MN, andLN hasnot been
characterized yet.
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Table2 (continued)

—

Specificity

95% Cl 95% Cl P value Cutoff point ~ True positive ~ Falsepositive ~ Falsenegative  True negative  Sensitivity

Area AUC

3

(upper)
0.631

(lower)

0.700
0.700

0.

0.257
0.

21

26
22
26

9
4
9

1.247
1.247
1.247
1.247

0.885
0.324

0.403

0.348

0.274
0417

0.490

LN_Control

MN_ Control

154

21

0.575

0.424

LN_MN

0.257 846

0.222

22
21

0.706
0.580

0.562

GN_Control

0.700

24

0.517

0.341

0.460

P < 0.05 was considered significant. AUC under the curve, 95% Cl 95% confidence interval

The fundamentalmethodof following up CKD, including
GN patients, is eGFR estimation. We observed an inverse
correlation betweeneGFR and PRDX 2 in IgAN and LN
but not MN patientsandPRDX3in IgAN andMN individu-
als. For the obvious reasons,a simple link betweeneGFR
and serum PRDX probably doesnot exist. However, declin-
ing eGFRis the evident effect of kidney diseaseprogres-
sion involving, e.g., oxidative stress.Coexisting secondary
anemiaor other comorbidities could additionally influence
PRDX levels in serum (discussed below). Another gold
standardfor GN follow-up is 24-h urine protein loss anal-
ysis. Higher proteinuria usually indicates more advanced
or active GN. However, we observedonly one correlation
betweenPRDX 2 and 24 h proteinuria in MN patients. The
implication of this is unclear. The highly variable degreeof
proteinuria in MN patients, relatedto the MN biology could
explain this finding. On the other hand, a potential relation
to protein loss may be suspectedalso in other GNs basedon
the observed PRDX association with serum proteinogram
changes. Therefore, the causesof proteinogram changesare
probably multifactorial and OSis differentially involved.
Moreover, to date, there has not been much published data
aboutPRDX and GN, particularly in the context of proteinu-
ria. Of note, proteinuria may additionally serveasan indi-
rect indicator of the GN activity. One could speculatethat
dueto the relative unspecificity of OS, PRDX serumlevels
might be expectedto reflect diseaseactivity rather than dis-
easeitself. This speculation could not be elucidated with
our study design, since eachstudied GN has distinct activ-
ity scale. Thus, the comparison of diseaseactivity between
thesegroups is impossible. Moreover, diagnostic renal biop-
sieswere performed in history, not at the time of sampling.

OSis implicated in various or almost all diseasestates,
including atherosclerosis, cardiovascular disease,obesity,
diabetes, cancer, neurodegeneration, aging, drugs (e.g.,
allopurinol) and many others. Such conditions could con-
found the results and anemia belongs to the most potent
OS confounders.Along with CKD progression, the uremic
toxins increase red blood cell (RBC) damageand eryth-
ropoietin deficiency reducesHGB production, resulting
in tissue hypoxia. The latter may stimulate OS responses,
including, e.g., increased PRDXs (Gwozdzinski et al.
2021). Indeed, we found a correlation between HGB and
serum PRDX 2 concentrationsin IQAN and LN patients.
It was reported that PRDX 2 plays an important role in
the protection of RBCs from OS through HGB autoxida-
tion (Johnsonet al. 2005), e.g., in iron-deficiency ane-
mia (Nagababu et al. 2008). The protective function of
PRDX 2 in HGB stability hasbeeninvestigatedin PRDX
2 knockout mice and RBCs from patients with hereditary
hemolytic anemia. The authors of this study suggestedthat
PRDX 2 could bind to HGB and protectit from oxidative
denaturation and aggregation in RBCs (Han et al. 2012).
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Fig.3 PRDX concentration
panel (heatmap) of study par-
ticipants
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Table 3 Consecutive standard PRDX dilutions obtained from standardcurve

PRDX PRDX 1 (pg/mL) PRDX 2 (ng/mL) PRDX 3 (ng/mL) PRDX 4 (pg/mL) PRDX 5 (ng/mL)
Concentration range

1 <156 <0.156 <0.312 <78.0 <0.78

2 15.6-31.2 0.156-0.312 0.312-0.625 78.0-156 0.78-1.56

3 31.3-625 0.313-0.625 0.626-1.25 157-312 1.57-3.12

4 62.6-125 0.626-1.25 1.251-2.5 313-625 3.13-6.25

5 125.1-250 1.251-2.5 2.501-5.0 626-1250 6.26-12.5

6 250.1-500 2.501-5.0 5.001-10 1251-2500 12.51-25

7 500.1-1000 5.001-10 10.001-20 2501-5000 25.01-50

What is very important in our study is the fact that our
patients had stage2 CKD and an averageeGFR of 71, 74,

and 84 mL/min (for IgAN, MN, and LN, respectively),
thus had normal RBC and HGB levels. One of the limita-

tions of our study wasrelatively low patient numbersin

each GN group, which precluded analysis of the effect
other comorbidities on PRDX concentrations. Therefore,
the question is, what does the increased serum PRDX
really mean?Do PRDX levels behave as a damage marker
or damagetype marker?ls it possible that it is just a very
early marker of preexisting hypoxia and/or OS in CKD
patients long before the development of evenearly stages

of anemia? The fact that different GNs enhancediffer-
ent PRDX classes also suggestsdifferent disease-specific
mechanismsof hypoxia, which needsadditional research.
Another question is whether the serum concentrations of
PRDXs should be only usedas markers for a specific dis-
easetype or can also reflects the activity of this particular
diseaseat the time of samplecollection? In addition, oxi-
dative stressactivity in serum may not always reflect that
of changescellular microdomains in the kidney, which
should be taken under consideration while interpreting the
results of the current study. Finally, it is alsoworth adding
that evaluation of all GN groups vs. healthy individuals

13
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Fig.4 Spearman’scorrelation analysis of eGFRand PRDX 2 (IgAN, LN) andPRDX 3 in (IgAN, MN) patients. Correlation wasfitted with lin-
earmodel with 95% confidence interval bands; P < 0.05 was considered significant

showedsignificant differences in PRDX 1 and2 (asillus-
trated on a heatmap). Therefore, it is an open question
whether serum PRDX 1 and 2 might help in the future to
distinguish patients suspectedof having IgAN, MN-, or
LN-related oxidative stress?

Complement activation and its regulation are complex
phenomena.lt is not definitive whether these phenomena
are the direct primary causeor the effector mechanism of
kidney injury, but they areinvolved in GN developmentand
progression; thus, inhibiting them hasbecomean emerging
treatment option (Kaartinen et al. 2019). In patients with
IgAN, the immunoglobulin A depositedin the mesangial
area of the kidney can activate the complement system
through either the lectin pathway or an alternative pathway.
This may amplify the local inflammatory responseandcon-
tribute to renal injury (Daha and van Kooten 2016). The
immunopathology of humanMN showsevidenceof comple-
ment activation within immune deposits (Beck and Salant
2010). Therefore, it is thought likely that the complement
system also plays a substantial role in MN pathogenesis.
Although serum levels of complement proteins are usually
normal in MN patients, it was recently reported that meas-
uring the circulating complementactivation products may

13

be a way to detect ongoing complement activation (Zhang
et al. 2019). Complement also hasan important role in the
pathogenesisof LN. On the one hand, a deficiency of com-
plement components predisposesto lupus, while on the other
hand, excesscomplement activation increasesrenal damage,
and measuring it is done to assessdiseaseactivity (Sharma
etal. 2020). Although OS involvementin renalinjury being
driven by complement activation seemsobvious, to the best
of our knowledge, to date there are no available data link-
ing complement activation in GNs to PRDXs. We assume
that the disease-specificPRDX associationswith circulat-
ing C3 and C4 complement components observed in our
study suggestdifferential OS responsesdepending on the
GN etiology andthe modeof complementactivation. If so,
PRDX subclass assessmentmight be useful asan adjunct in
the diagnosis of GNs.

Another finding of our study is the positive correlation
betweenPRDX 5 andBMI in the IgAN group. It waspre-
viously demonstrated in obese mouse models that PRDX
5 inhibits adipogenesisby modulating ROS generation and
adipogenic geneexpression, implying that it may serve
as a potential target to prevent and treat obesity (Kim
etal. 2018). Moreover, in vitro andin vivo experiments
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Fig.5 Spearman’scorrelation analysis of complementsC3 and C4 in IgAN and LN patients. Correlation wasfitted with linear model with 95%
confidenceinterval, P < 0.05 was consideredsignificant

suggestedthat PRDX 5 functions asa protective regulator

in fatty liver diseaseand may be a valuable therapeutic

target for the managementof obesity-related metabolic

diseases(Kim et al. 2020). Taking thesefindings and our
results together, it is possible that PRDX 5 is upregulated
in responseto chronic nephritis dependingon BMI value,

but this hypothesis needsfurther elucidation.

It is important to mention that in the current study the
serum levels of PRDXs were evaluated, which might not
reflect the intracellular changesin PRDXs expression
within the tissue. As PRDXs can be released as dam-
age-associatedmolecular pattern markers from injured
tissues (He et al. 2019), this subject warrants further
investigations.
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Generally, our study indicates potential applicability of
antioxidant supplementation in renal disease.The potential
compounds to be used are, for instance: coenzyme Q10,
Vitamins B, C, D, andE, L-carnitine, statins, or N-acetyl-
cysteine (Liakopoulos et al. 2019). Indeed, application of
coenzyme Q10 hasbeenreported beneficial in the treatment
of chronic diseases,including CKD (Gutierrez-Mariscal
et al. 2020).

In conclusion, our results highlight the link between
PRDXsand GNs (IgAN, MN, andLN). Our studyindicates
that individual PRDXs canplay roles in pathophysiology
of selected GNs andthat their concentrations in serum may
become useful as new supplementary diagnostic markers
in IgAN, MN, andLN. Validation studiesincluding other
kidney diseasesare required to better understand GNs and
enabletheir lessinvasive diagnosis.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https:/doi.org/10.1007/s00005-021-00638-1.
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Supplementary Table 1. Spearman’s correlation analysis of PRDXs in relation to biochemical
and clinical characteristics.

Group Parameter P-value R R2
GN

PRDX 1 Serum alfa-1 (g/dL) 0.036 -0.274 0.075
PRDX 1 Serum beta-2 (g/dL) 0.014 0.319 0.102
PRDX 2 Age (years) 0.001 0.306 0.093
PRDX 2 HGB (g/dL) 0.001 -0.395 0.156
PRDX 2 HCT (L/L) 0.001 -0.358 0.128
PRDX 2 Serum creatinine (mg/dL) 0.004 0.274 0.075
PRDX 2 eGFR (mL/min/1.73m?) 0.001 -0.402 0.161
PRDX 3 WBC (G/L) 0.007 -0.260 0.068
PRDX 3 C4 (mg/dL) 0.033 -0.243 0.059
PRDX 3 Serum creatinine (mg/dL) 0.001 -0.341 0.116
PRDX 3 eGFR (mL/min/1.73m?2) 0.002 0.301 0.091
PRDX 3 Proteinuria (g/24h) 0.013 -0.250 0.063
PRDX 3 Serum beta-2 (g/dL) 0.026 -0.290 0.084
PRDX 4 Serum alfa-1 (g/dL) 0.009 0.335 0.112
PRDX 4 Serum beta-2 (g/dL) 0.020 -0.302 0.091
PRDX 5 Age (years) 0.006 -0.262 0.069
PRDX 5 BMI (kg/m?) 0.009 -0.250 0.063
IgAN

PRDX 1 C4 (mg/dL) 0.031 -0.329 0.108
PRDX 1 Serum alfa-1 (g/dL) 0.032 -0.348 0.121
PRDX 1 Serum beta-1 (g/dL) 0.001 -0.555 0.308
PRDX 1 Serum beta-2 (g/dL) 0.021 0.373 0.139
PRDX 1 Serum A/G ratio 0.019 0.378 0.144
PRDX 2 HGB (g/dL) 0.025 -0.328 0.107
PRDX 2 Serum creatinine (mg/dL) 0.005 0.403 0.162
PRDX 2 eGFR (mL/min/1.73m?) 0.001 -0.486 0.236
PRDX 3 Serum creatinine (mg/dL) 0.023 -0.332 0.110
PRDX 3 eGFR (mL/min/1.73m?) 0.041 0.299 0.089
PRDX 3 Serum beta-2 (g/dL) 0.018 -0.383 0.147
PRDX 4 Serum beta-2 (g/dL) 0.004 -0.451 0.204
PRDX 5 BMI (kg/m?) 0.012 -0.364 0.132
MN

PRDX 2 WBC (G/L) 0.020 0.453 0.205
PRDX 2 Proteinuria (g/24h) 0.014 0.497 0.247
PRDX 2 Serum beta-2 (g/dL) 0.033 -0.642 0.413
PRDX 3 eGFR (mL/min/1.73m?) 0.041 0.404 0.163
PRDX 5 Age (years) 0.007 -0.517 0.268
LN

PRDX 1 WBC (G/L) 0.025 -0.377 0.142
PRDX 1 C3 (mg/dL) 0.005 -0.515 0.265
PRDX 1 C4 (mg/dL) 0.008 -0.491 0.241




PRDX 1 Serum beta-1 (g/dL) 0.048 0.636 0.404
PRDX 1 Serum A/G ratio 0.042 -0.649 0.421
PRDX 2 Age (years) 0.034 0.360 0.130
PRDX 2 HGB (g/dL) 0.005 -0.465 0.216
PRDX 2 HCT (L/L) 0.011 -0.424 0.180
PRDX 2 Serum creatinine (mg/dL) 0.016 0.403 0.162
PRDX 2 eGFR (mL/min/1.73m?) 0.001 -0.573 0.329
PRDX 3 C3 (mg/dL) 0.032 -0.405 0.164
PRDX 3 C4 (mg/dL) 0.035 -0.401 0.161

Only significant associations with P < 0.05 are presented.
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8. Podsumowanie

Wyniki rozprawy potwierdzajg, ze monitorowanie markeréw stresu
oksydacyjnego — w naszym przypadku peroksyredoksyn 1-5 - moze w przysziosci
stac¢ sie dodatkowym narzedziem, ktére udoskonali diagnostyke i monitorowanie
przebiegu choroby i/lub leczenia PChN w przebiegu IgAN, MN lub LN. Co wazne,
wiedza ta powinna dodatkowo umozliwi¢ petniejsze zrozumienie patofizjologii tych
choraob.

Na etapie planowania badania zatozono, ze 2-Cys-PRDX mogg by¢ w réznym
stopniu zaangazowanew patogeneze kiebuszkowych zapalen nerek a ich stezeniaw
surowicy najprawdopodobniej roznig sie w zaleznosci od typu i stopnia
zaawansowaniachoroby.Naszewyniki potwierdzity te teze,a2-Cys-PRDX nie tylko
pozwalajg na réznicowanie osdb chorych na IgAN, MN lub LN versuszdrowi, lecz
takze roznig sie miedzy poszczegoinymi, badanymi przez nas kigbuszkowymi
zapaleniami nerek. Jak wykazalismy, umozliwiajg réznicowanie: a) nefropatii IgA
od toczniowej (na podstawie réznic w poziomach stezen PRDX 1-4) oraz b)
toczniowej od bioniastej (réznica miedzy stezeniemPRDX 3 i 4). Ponadtokorelujg
z takimi parametramiklinicznymi jak eGFR, stezeniabiatek uktadu dopetiaczaczy
biatkomocz.

Nasze wyniki potwierdzajg teze, ze 2-Cys-PRDX majg potencjat by w przysziosci
by¢ wykorzystane jako markery w diagnostyce iflub monitorowaniu PChN w
przebiegu wybranych kiebuszkowych zapalernerek. Aby postawic kropke nad ",

konieczne bedg oczywiscie badania walidacyjne na wiekszej grupie pacjentow,

uwzgledniajgce np. analize i korelacje statystyczna:

a) przebiegow klinicznych (czy z biegiem lat doszto do istotnego pogorszenia
czynnosci nerek i czy 2-Cys-PRDX mogg mie¢ rowniez znaczenie
prognostyczne?)

b) wplywu leczenia(czy i jak leki wptywajg naréwnowageredox?)

c) zwynikami histopatologicznymi preparatowbiopsyjnych

Na te i inne pytania bedziemy wspadlnie poszukiwali odpowiedzi.
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9. Wnioski

1)

2)

3)

Stres oksydacyjny odgrywa istotng role w prawidtowym funkcjonowaniu
organizmu i utrzymaniu homeostazy, rowniez w przebiegu przewlekiej
choroby nerek o etiologii klebuszkowych zapaler nerek.

Poszczegolne peroksyredoksyny (2-Cys-PRDX)  najprawdopodobniej
odgrywajg istotng role w patofizjologii opisanychw pracy klebuszkowych

zapalennerektj. nefropatii IgA, btoniastej lub toczniowe;.

Wyniki niniejszej rozprawy potwierdzity zmiennoscstezen2-Cys-PRDX w
surowicy u pacjentowz IgAN, MN lub LN.

Na podstawie naszych wynikébw uwazamy, ze 2-Cys-PRDX mogg w
przysztosci stuzy¢ jako nieinwazyjny marker diagnostyczny i/llub
prognostyczny, ktory ma potencjat by poprawic jakos¢ opieki nad pacjentami
z PChNw przebiegulgAN, MN lub LN
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11. Opinie Komisji Bioetycznej
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e-mail: komisja.bioetyczna@wum.edu.pl
www.komisja-bioetyczna.wum.edu.pl

[¢)
KB/.ooeeitrerennnn /2010

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

po zapoznaniu sie z wnioskiem /wymieni¢ wnioskodawce/ - w dniu 26 stycznia 2010r.

Dr Bartosz Foroncewicz, Dr Krzysztof Mucha, Klinika Immunologii, Transplantologii
i Choréb Wewnetrznych, ul. Nowogrodzka 59, 02-006 Warszawa

dotyczacym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt.: ” Immunologiczne i genetyczne
czynniki ryzyka progresji przewleklej choroby nerek w przebiegu nefropatii IgA i innych
typoéw nefropatii.”

Uwagi Komisji-verte

wyraza nastepujgca
opinie
- stwierdza, ze sa one dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi*,
- stwierdza; 7e-sa-one-niedopuszezalne i niezgodne z zasadami-naukowo-—
etycznymi*

Pouczenie-w ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje Prawo odwolania do
Komisji Odwolawczej za poSrednictwem Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym.

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996r. o zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97 poz.152

wraz z p6zn.zm./, zarzgdzenia MZiOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szczegélowych zasad powolywania i
finansowania oraz trybu dziatania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/, Ustawy prawo

farmaceutyczne z dnia 6 wrzeénia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z p6zn. zm.) Zarzadzenie nr 56/2007

z dnia 15 pazdziernika 2007 r.w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP.

W zataczeniu- sktad Komisji oraz lista obecnosci.

PrzewciBﬁczacy

Komisj_ﬁ/ ﬂcz ej )
e

Prof. nadzw.dr hab. n ‘nied.

* niepotrzebne skresli¢
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¥ % g Komisja Bioetyczna
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& v % przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
2 Q W 1o g
z X 7 o Tel.: 022/57-20-303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
5 L S Fax: 022/57-20-165 02-091 Warszawa

g, XU

'7((/ 1809 \(_.Y‘ e-mail: komisja.bioetyczna@wum.edu.pl
T1 pus™ www.komisja-bioetyczna.wum.edu.pl
KB/.1%2016

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

w dniu 11 pazdziernika 2016 r. po zapoznaniu si¢ z wnioskiem:

Dr hab. med. Krzysztof Mucha

Klinika Immunologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych, Instytut
Transplantologii WUM,

ul. Nowogrodzka 59, 02-006 Warszawa,

dotyczacym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt. ..Ocena-omiczna (genomika,transkryptomika,
proteomika) pacjentow z chorobami nerek o réznej etiologii.”

wyraza nastepujjca
opinie
- stwierdza, ze jest ono dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi*.

d ataPa' 0 aodn d a a
ST ==y oo aoPH d as aSaad Ao O

Uwagi Komisji — verte

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996r. o zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97
poz.152 wraz z p6zn.zm./, zarzadzenia MZiOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szczegolowych zasad
powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/,
Ustawy prawo farmaceutyczne z dnia 6 wrze$nia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z po6zn. zm.) oraz
Zarzadzenie nr 56/2007 z dnia 15 pazdziernika 2007r. w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP .

W zataczeniu: sktad komisji oraz lista obecnosci

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej

e Nk
“\\\ \
Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Wierzbicki

*niepotrzebne skresli¢
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12. O$wiadczeniawspodtautorow publikaciji

Warszawa, 16/12/2021
(migjscowos$é, data)

Mgr inz. Natalia Krata
(imi¢ i nazwisko)

Oéwiadczenie o wspolautorstwie w publikacji

Jako wspélautor pracy pt. ,,Oxidative Stress in Kidney Diseases: The Cause or the
Consequence?” Krata N, Zagozdzon R, Foroncewicz B, Mucha K, Archivum Immunologiae

et Therapiae Experimentalis, 2018, 66(3), (211-220) 10.1007/s00005-017-0496-0.

oswiadczam, iz méj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na: zaplanowaniu
uktadu pracy. przegladzie literatury zwiazanej z tematyka pracy, przygotowaniu wstgpnej

wersji manuskryptu, edycje oraz akceptacje koncowej wersji manuskryptu.

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 50 %

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 16/12/2021

(miejscowosé, data)

Dr hab. n. med. Bartosz Foroncewicz
(imig i nazwisko)

Oswiadczenie o wspélautorstwie w publikacji

Jako wspolautor pracy pt. ,.Oxidative Stress in Kidney Diseases: The Cause or the
Consequence?” Krata N, Zagozdzon R, Foroncewicz B, Mucha K, Archivum Immunologiae

et Therapiae Experimentalis, 2018, 66(3), (211-220) 10.1007/s00005-017-0496-0.

oéwiadczam, iz mo6j wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na: przegladzie
literatury zwigzanej z tematyka pracy, korekcie edytorskiej, koncowej weryfikacji oraz

akceptacji manuskryptu.

Moéj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10 %

Wktad mgr inz. Natalii Krata w powstawanie publikacji okreslam jako 50 % obejmowat on:
zaplanowanie ukladu pracy, przeglad literatury zwiazanej z tematyka pracy, przygotowanie

wstepnej wersji manuskryptu, edycje oraz akceptacje koficowe]j wersji manuskryptu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej

mgr inz. Natalii Krata

(podpis o$wiadczajacego)



Warszawa, 16/12/2021
(miejscowos¢, data)

Dr hab. n. med. Radostaw Zagozdzon
(imig i nazwisko)

Oswiadczenie o wspétautorstwie w publikacji

Jako wspotautor pracy pt. ,,Peroxiredoxins as Markers of Oxidative Stress in IgA
Nephropathy, Membranous Nephropathy and Lupus Nephritis™. Krata N, Foroncewicz B,
Zagozdzon R. Moszczuk B. Zielenkiewicz M, Paczek L. Mucha K. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 70, 3 (2022). https://doi.org/10.1007/s00005-021-00638-1

o$wiadczam, iz moj wlasny wkiad merytoryezny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na: analizie i

interpretacji danych, weryfikacji oraz akceptacji koncowej wersji manuskryptu.

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10 %

Wkiad mgr inz. Natalii Krata w powstawanie publikacji okreslam jako 50 % obejmowat on:
zaplanowanie badania, przygotowanie bazy danych klinicznych, przygotowanie materiatu do
badan, przeprowadzenie analiz do$wiadczalnych, opracowaniu statystycznym uzyskanych
wynikéw, analize oraz interpretacje danych. przygotowanie wstepnej wersji manuskryptu oraz

akceptacje koncowej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

mgr inz. Natalii Krata

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 16/12/2021
(miejscowos¢, data)

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Mucha
(imig¢ i nazwisko)

Os$wiadczenie o wspélautorstwie w publikacji

Jako wspolautor pracy pt. ,,Oxidative Stress in Kidney Diseases: The Cause or the
Consequence?” Krata N, Zagozdzon R, Foroncewicz B, Mucha K, Archivum Immunologiae

et Therapiae Experimentalis, 2018, 66(3), (211-220) 10.1007/s00005-017-0496-0.

o$wiadezam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegal na: przegladzie
literatury zwigzanej z tematyka pracy. korekcie edytorskiej, koncowej weryfikacji oraz

akceptacji manuskryptu.

Moéj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 30 %

Wktad mgr inz. Natalii Krata w powstawanie publikacji okreslam jako 50 % obejmowat on:
zaplanowanie ukladu pracy, przeglad literatury zwiazanej z tematyka pracy, przygotowanie

wstepnej wersji manuskryptu, edycjg oraz akceptacje koncowej wersji manuskryptu.

Jednoczesénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czesé rozprawy doktorskiej

mgr inz. Natalii Krata

(podpis o$wiadczajacego)



Warszawa, 16/12/2021
(miejscowos¢, data)

Mgr inz. Natalia Krata
(imig i nazwisko)

Oswiadczenie o wspélautorstwie w publikacji

Jako wspotautor pracy pt. ,.Peroxiredoxins as Markers of Oxidative Stress in IgA
Nephropathy, Membranous Nephropathy and Lupus Nephritis™. Krata N, Foroncewicz B,
Zagozdzon R, Moszezuk B, Zielenkiewicz M. Paczek L, Mucha K. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 70, 3 (2022). https://doi.org/10.1007/s00005-021-00638-1

o$wiadezam, iz méj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na: zaplanowaniu
badania, przygotowaniu bazy danych klinicznych, przygotowaniu materiatu do badan,
przeprowadzeniu analiz do$wiadczalnych, opracowaniu statystycznym uzyskanych wynikéw,
analize oraz interpretacje danych, przygotowanie wstepnej wersji manuskryptu oraz

akceptacje koncowej wersji manuskryptu.

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 50 %

,[ %}oj;& !/Wé

(podpis oswiadczajacego)
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Warszawa, 16/12/2021
(miejscowos¢, data)

Dr hab. n. med. Bartosz Foroncewicz
(imig i nazwisko)

Oéwiadczenie o wspélautorstwie w publikacji

Jako wspotautor pracy pt. .Peroxiredoxins as Markers of Oxidative Stress in IgA
Nephropathy, Membranous Nephropathy and Lupus Nephritis™. Krata N, Foroncewicz B,
Zagozdzon R, Moszczuk B, Zielenkiewicz M, Paczek L. Mucha K. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 70, 3 (2022). https://doi.org/10.1007/s00005-021-00638-1

oswiadczam, iz moj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie. przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na: rekrutacji
uczestnikow, analizie i interpretacji danych, weryfikacji oraz akceptacji koricowej wersji

manuskryptu.
MGj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10 %

Wkiad mgr inz. Natalii Krata w powstawanie publikacji okreslam jako 50 % obejmowat on:
zaplanowanie badania, przygotowanie bazy danych klinicznych. przygotowanie materiatu do
badan, przeprowadzenie analiz doswiadczalnych, opracowaniu statystycznym uzyskanych
wynikéw, analize oraz interpretacje danych. przygotowanie wstgpnej wersji manuskryptu oraz

akceptacje koncowej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgsé rozprawy doktorskiej

mgr inz. Natalii Krata

(podpis o$wiadczajacego)




Warszawa, 16/12/2021

(miejscowosc, data)

Dr hab. n. med. Radostaw Zagozdzon
(imie i nazwisko)

Oswiadczenie o wspélautorstwie w publikacji

Jako wspolautor pracy pt. ,Peroxiredoxins as Markers of Oxidative Stress in IgA
Nephropathy, Membranous Nephropathy and Lupus Nephritis”. Krata N, Foroncewicz B,
Zagozdzon R, Moszczuk B, Zielenkiewicz M, Paczek L. Mucha K. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 70, 3 (2022). https://doi.org/10.1007/s00005-021-00638-1

oswiadezam, iz m6j wlasny wklad merytoryezny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegal na: analizie i

interpretacji danych, weryfikacji oraz akceptacji koncowej wersji manuskryptu.
Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10 %

Wklad mer inz. Natalii Krata w powstawanie publikacji okreslam jako 50 % obejmowat on:
zaplanowanie badania, przygotowanie bazy danych klinicznych. przygotowanie materiatu do
badan, przeprowadzenie analiz do$wiadezalnych, opracowaniu statystycznym uzyskanych
wynikéw, analizg oraz interpretacj¢ danych. przygotowanie wstgpnej wersji manuskryptu oraz

akceptacje koncowej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢S¢ rozprawy doktorskiej

mgr inz. Natalii Krata

(podpis o$wiadczajacego)

83



Warszawa, 16/12/2021
(miejscowos¢, data)

Lek. Barbara Moszczuk
(imig i nazwisko)

Os$wiadczenie o wspolautorstwie w publikacji

Jako wspotautor pracy pt. ..Peroxiredoxins as Markers of Oxidative Stress in IgA
Nephropathy, Membranous Nephropathy and Lupus Nephritis”. Krata N, Foroncewicz B,
Zagozdzon R, Moszczuk B, Zielenkiewicz M. Paczek L, Mucha K. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 70, 3 (2022). https://doi.org/10.1007/s00005-021-00638-1

oswiadczam, iz méj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie. przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na: rekrutacji
uczestnikéw, zbieraniu danych klinicznych, weryfikacji oraz akceptacji koficowej wersji

manuskryptu.

MGj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5 %

Wkiad mgr inz. Natalii Krata w powstawanie publikacji okreslam jako 50 % obejmowat on:
zaplanowanie badania, przygotowanie bazy danych klinicznych, przygotowanie materiatu do
badan, przeprowadzenie analiz do$wiadczalnych, opracowaniu statystycznym uzyskanych
wynikow, analizg oraz interpretacj¢ danych. przygotowanie wstepnej wersji manuskryptu oraz

akceptacje koncowej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

mgr inz. Natalii Krata

(podpis o$wiadczajacego)



Warszawa, 16/12/2021
(miejscowos¢, data)

Dr n. mat. Magdalena Zielenkiewicz
(imig i nazwisko)

Oswiadczenie o wspélautorstwie w publikacji

Jako wspotautor pracy pt. ,Peroxiredoxins as Markers of Oxidative Stress in IgA
Nephropathy, Membranous Nephropathy and Lupus Nephritis™. Krata N, Foroncewicz B,
Zagozdzon R, Moszczuk B. Zielenkiewicz M. Paczek L, Mucha K. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 70, 3 (2022). https://doi.org/10.1007/s00005-021-00638-1

oswiadczam, iz moj wilasny wkiad merytoryczny w przygotowanie. przeprowadzenie i
opracowanie badaf oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegal na: analizie i

interpretacji danych. weryfikacji oraz akceptacji koncowej wersji manuskryptu.

MGj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 3 %

Wktad mgr inz. Natalii Krata w powstawanie publikacji okreslam jako 50 % obejmowal on:
zaplanowanie badania. przygotowanie bazy danych klinicznych. przygotowanie materiatu do
badan, przeprowadzenie analiz do$wiadczalnych, opracowaniu statystycznym uzyskanych
wynikdw, analize oraz interpretacje danych, przygotowanie wstepnej wersji manuskryptu oraz

akceptacje koncowej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czesé¢ rozprawy doktorskiej

mgr inz. Natalii Krata

(podpis oswiadczajacego)
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Prof, dr hab, n. med. Leszek Pgczek

{imig i nazwisko)

Oswiadezenie o wspo

Jako wspolautor pracy pt. JPeroxirce

Nephropathy, Membranous Nephropathy ar
Zagozdzon R, Moszezuk B, Zielenkiewicz

Exp. 70, 3 (2022). hitps://dor.org/ 10, 1007/s00

ofwiaderam, iz mo] wiasny whklad meryi

opracowanie badan oraz przedstawienie pri

badania, weryfikacji oraz akeeptacji koncowt

Moj udzial procentowy w przygotowaniu pul

Whiad mgr inz. Natalii Krata w powstawan
zaplanowanie badania, przygotowanie bazy «
badan, przeprowadzenie analiz do$wiadeza!
wynikow, analizg oraz interpretacjg danych, |

akeeptacje koncowej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzysiu

mgr inz, Natalii Krata

Warszawa, 04/01/2022
{migjscowosé, data)

utorstwie w publikacji

wing as Markers of Oxidative Stress in IgA
Lupus Nephritis”. Krata N, Foroncewicz B,
I. Paczek L, Mucha K, Arch. Immunol. Ther.
15-021-00638-1

yezny Wwoprzygolowanie, przeprowadzenie i

w formie publikacji polegat na: omdéwieniu

wersji manuskryptu.

kacji okreflam jako 2 %

publikacji okreslam jako 50 % obejmowatl on:
nych klinicznych, przygotowanie materiatu do

wveh, opracowaniu statystycznym uzyskanych

rygotowanie wstepnej wersji manuskryptu oraz

e wiw pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej

8c—

(podpis oéwiadezajacego)




Warszawa, 16/12/2021
(miejscowosé, data)

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Mucha
(imi¢ i nazwisko)

Oswiadczenie o wspélautorstwie w publikacji

Jako wspétautor pracy pt. ..Peroxiredoxins as Markers of Oxidative Stress in IgA
Nephropathy, Membranous Nephropathy and Lupus Nephritis™. Krata N, Foroncewicz B,
Zagozdzon R, Moszczuk B, Zielenkiewicz M, Paczek L. Mucha K. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 70, 3 (2022). https://doi.org/10.1007/s00005-021-00638-1

o$wiadczam, iz mdj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegal na: zaplanowaniu
badania, rekrutacji uczestnikéw, analizie i interpretacji danych, weryfikacji oraz akceptacji

koricowej wersji manuskryptu.

Moéj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 20 %

Wkiad mgr inz. Natalii Krata w powstawanie publikacji okreslam jako 50 % obejmowat on:
zaplanowanie badania, przygotowanie bazy danych klinicznych, przygotowanie materiatu do
badan, przeprowadzenie analiz do$wiadczalnych. opracowaniu statystycznym uzyskanych
wynikow, analizg oraz interpretacj¢ danych. przygotowanie wstgpnej wersji manuskryptu oraz

akceptacje konicowej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

mgr inz. Natalii Krata

(podpis o$wiadczajacegd)
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