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Membrandzni nefropatie (MN) je zptsobena autoprotilat-
kami proti antigentim v glomeruldrni bazalni membrdn¢
(GBM) a naslednou tvorbou komplext antigen-protildtka.
Cilovym antigenem je u pacientti s primarni MN ptibliz-
né v 70 % PLA2R (M-typ receptoru pro fosfolipdzu A2)*
av1-5% THSD7A (thrombospondin type-1 domain-con-
taining 7A).> Cilovy antigen nebo cilové antigeny ve zby-
vajicich pripadech primdrni MN dosud nebyly odhaleny
a pokusit se o jejich objasnéni bylo cilem komentované
studie.

Pro identifikaci hlavnich proteint nachdzejicich se
v tkdni u MN byla pouzita metoda laserové mikrodisekce
s hmotnostni spektrometrii. Ta byla poté doplnéna imuno-
histochemif a imunofluorescenci pro moznost lokalizovat
a ddle charakterizovat nalezené proteiny.

Vyuzité vzorky pochdzely z Mayo Clinic v USA z let
2015-2018. V kontrolni{ skupiné pro hmotnostni spektro-
metrii bylo 111 vzorkt (napf. diabeticka nefropatie, mini-
malni zmény, fokalné segmentalni glomerulosklerdza, IgA
nefropatie i PLA2R-pozitivni MN), pro imunohistoche-
mickou analyzu bylo v kontrolni skupiné 20 biopsii. Jako
valida¢ni kohorta byly vyuzity vzorky z Francie a Belgie.

Do ,,pilotni“ kohorty bylo vybrdno 35 rendlnich biopsii
s PLA2R-negativii MN. Pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie byl u 6 pacientt s PLA2R-negativni MN
nove detekovan protein NELL-1 (neural epidermal growth
factor-like 1, volné prelozeno jako nervovy protein s do-
ménami podobnymi epidermdlnimu rstovému faktoru-1).
Vsechny kontroly véetné PLA2R-pozitivnich ptipadd MN
byly negativni.

Nésledné bylo 35 vzorku z pilotni kohorty a 91 dalsich
PLA2R-negativnich pfipadiit MN (,discovery* kohorta)
vySetfeno imunohistochemicky se znacenim NELL-1
a nalezeno bylo 29 pozitivnich biopsii (23 %; 6 z pilotni
a 23 vzorkl z ,,discovery“ kohorty). VSechny pozitivni
vzorky vykazovaly jasnou (2-3+/3) granuldrni pozitivitu
pro NELL-1 podél GBM, kterd zrcadlila granuldrni depozi-
ta IgG podél GBM. Kolokalizace NELL-1 a imunoglobulinu
G (IgG) podél GBM byla potvrzena dale metodou konfo-

kalni fluorescencni mikroskopie. Kontrolni vzorky (op¢t
véetné PLA2R-pozitivnich pfipadtt MN) byly i metodou
imunohistochemie potvrzeny jako negativni.

Pozitivni vzorky z ,,discovery* kohorty vySetfené imu-
nohistochemicky byly (v pfipadé dostupného materia-
lu, N = 14) ddle vySetteny také tandemovou hmotnostni
spektrometrii, kde byla pfitomnost NELL-1 potvrzena
u vsech 14 pfipadd. U NELL-1-asociované MN bylo zjisté-
no zastoupeni vsech ¢tyt tiid IgG, nejvice IgG1, ndsledné
IgG3, IgG2 a nejméné IgG4.

Ve valida¢ni kohorté bylo vysetfeni na pritomnost
NELL-1 pozitivni u 5 z 84 (5,9 %) PLA2R-negativnich
a THSD7A-negativnich biopsii (tfi pozitivni pacienti pro-
chdzeli z francouzské [45 vzorkl] a dva z belgické kohorty
[39 vzorktl]). Prvni pripad byl vySetfen metodou imu-
nohistochemickou i imunofluorescencni (IF), v dalsich
Ctyfech ptipadech byl prikaz NELL-1 proveden jiz pouze
IF metodou.

S vyuzitim rekombinantntho lidského proteinu NELL-1
a metody western blot byla studovana i pfitomnost cirku-
lujicich anti-NELL-1 protildtek v séru u péti pacientii (Ctyr
z valida¢ni a jednoho z ,discovery“ kohorty). VSech pét
pacientii vykazovalo reaktivitu s NELL-1, zatimco kontroln{
vzorky byly negativni. U jednoho pacienta s dostupnymi
opakovanymi vzorky nabranymi v pribéhu sledovéani byl
patrny pokles této reaktivity jiz v dobé zahajeni 1é¢by rituxi-
mabem a jeji ndsledné kompletni vymizeni. Predominantni
tfidou IgG u protildtek proti NELL-1 byla i zde tfida IgG1
u dvou ze tfi vySetienych pacientt, zatimco u jednoho pa-
cienta byla popsana pfitomnost IgG1, IgG2 i IgG4.

V pilotni a ,discovery“ kohorté bylo nalezeno celkem
29 ptipadi NELL-1-asociované MN ze 126 vySetfenych
(celkem 15 muzil a 14 Zen s prumérnym vékem v dobé
diagndzy 63 let, primérnou vstupni koncentraci kreatini-
nu 150 pmol/1 a proteinurif 6,9 g/24 hodin). Kromeé pozi-
tivity antinukledrnich protildtek u jednoho pacienta bylo
u vSech ostatnich sérologické vysetfeni (véetné hepatiti-
dy) negativni. Renalni biopsie byla u vSech hodnocena jako
typickd primdrni MN, bez zndmek piipadné sekundarity.
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U tf1 pozitivnich ptipadi ve francouzské validacni
kohorté byla v dobé diagnézy MN nebo kratce po jejim
stanoveni zjisténa ptritomnost nddorového onemocné-
ni (jedenkrat karcinom plic, jedenkrdt metastazujici
karcinom slinivky a jedenkrdt metastazujici karcinom
prsu). V belgické skupiné byl u jednoho ze dvou po-
zitivnich pacientti osm mésici po stanoveni diagndzy

KOMENTAR
MUDr. Zdenka Hruskova, Ph.D.

Membrandzni nefropatie je castym ndlezem v rendlnich biop-
siich u pacientii s nefrotickym syndromem. U mdlokteré nefro-
logické diagndzy byl za poslednich piiblizné deset let ucinén
takovy pokrok v porozumént patogenezi a podstaté onemocnént
jako prdvé u MN. Objev PLA2R antigenu a anti-PLA2R pro-
tildtek v roce 2009' byl skutecné revolucnim z hlediska pii-
stupu k pacientiim s MN a vedl i ke zméné naseho klinického
algoritmu pro volbu 1écby. Pozitivita anti-PLA2R protildtek
mitZe nejen podporit (i neinvazivni — sérologickou) diagndzu
primdrni MN, ale jejich sledovdni v case miiZe potvrdit nastu-
pujict imunologickou odpovéd’ (pokles koncentrace protildtek),
kterd, jak zndmo, mitZe o mésice predchdzet odpovédi klinické
(poklesu proteinurie), vzestup protildtek pak zase v nékterych
piipadech predpovidd riziko relapsu.’=

V dalsich letech doslo k objevu antigenu THSD7A (throm-
bospondin type-1 domain-containing 7A)* a v voce 2019 pribyl
i exostosin, ktery se nachdz{ zefjména u pacientii s autoimunitni
sekunddrni MIN.° Stdle ale zbyvalo ag 20 % ptipadit primdrni
MN, kde nebyl antigen zndm nebo dosud nalezen. Prdveé na tyto
pacienty se soustiedila komentovand prdce, kterd objevila zcela
novy antigen u MN, protein NELL-1.

Gen NELL-1 kéduje protein o velikosti 9o kDa a jeho vy-
sokd exprese je nachdzena v osteoblastech, nadmérnd exprese
u pacientii s kraniosynostézou.” V ledviné je exprese NELL-1
normdiné vyssi v tubulech nez v glomerulech, 1 kdyZ cdst bunék
v glomerulech miiZe NELL-1 exprimovat. NELL-1-asociova-
nd MN se ale zdd byt prvnim onemocnénim ledvin spojenym
s nadmérnou expresi NELL-1. Pozitivita byla jiSténa u pacien-
tii se spiSe vys$sim vékem (primér 63 let) a nebyl zjistén rozdil
mezi pohlavim. VySetieni provedend v komentované studii
celkem presvédcivé dokazujt, Ze NELL-1 je skutecné ctlovym
antigenem u podskupiny pacientit s MN, 1 kdyZ jeho presnd
lokalizace na podocytech must byt jesté oxrejmena, stejné jako
moZnd tiloha anti-NELL-1 protildtek v patogenezi onemocnént.

MN zjistén urotelidlni karcinom, zatimco u pacientl
v pilotni i ,discovery*“ kohorté zadné malignity zjis-
tény nebyly.

Zavérem autori shrnuji, Ze nové identifikovali protein
NELL-1 ptitomny u ¢dsti PLA2R-negativnich pripadtit MN
podél GBM. NELL-1-asociovand MN se pak zdd byt samo-
statnym podtypem primdrni MN.

Zajimavé, ale ne 1iplné jasné jsou také rozdily mezi pivodni
(pilotni a ,,discovery*) kohortou pacientit = Mayo Clinic v USA
a evropskymi validacnimi kohortami, a to jak v celkovém procen-
tu pozitivnich piipadii, tak v pritomnosti pacientii s malignim
onemocnénim. Procento NELL-1 pozitivnich pacientii bylo po-
merné vyrazné vyssi v americké nez v evropské skupiné pacientit
(23 % vs. 6 %), a 1 kdyz, jak navrhuji autors, k tomu miize
prispivat roxdilné genetické pozads, voli miiZe hrdt i to, Ze ev-
ropské pripady onemocnéni MN ve studii byly PLA2R-negativni
i THSD7A-negativni, zatimco v USA byly pouze PLA2R-negativ-
nt. Jisté to bude vyZadovat ovérent v dalsich studiich a doplnéno
by mélo byt vySetveni NELL-1 u THSD7A-pozitivnich pacientil.3
Pokud by se relativné vysokd frekvence NELL-1-asociované MN
(16 % z celkem 210 vySettenych pripadit) potvrdila, stane se
NELL-1 druhym nejvyznamnéjsim antigenem u MN, nebot jeho
vyskyt je ziejmé Castést ne vyskyt THSD7A.

Dalsim rozdilem, ktery must byt vysvétlen v dalSich studiich,
Je vysokd pritomnost pacientii s malignim onemocnénim mezi
NELL-1-pozitivnimi MN v evropské skupiné pacientii (80 %
2 NELL-1 pozitivnich), kterd nebyla zjisténa v americké skupi-
né. Vyssi asociace s malignim onemocnénim byla diive popsdna
i u pacienti s pozitivitou THSD7A, kde v nékterych pripadech
byla popsdna i nadmérnd exprese THSD7A v nddorové tkdni
a u THSD7A-pozitivnich pacientit bylo doporuceno provedent
screeningu malignity.>® Je moné, Ze se v pripadé NELL-1 jednd
o ndhodnou koincidenci, ale je také mozné, Ze u ¢dsti pacientit
s NELL-1-asociovanou MN a nddorovym onemocnénim je MN
ve skutecnosti sekunddrni.

Pres nékteré nejasnosti a nutnost budoucich studit, které
doplni nase stavajici poznatky, je objev NELL-1 u membrandz-
ni nefropatie dal$im vyznamnym krokem k pochopent tohoto
onemocnéni. Cas ukdZe, zda se stanovent anti-NELL-1 proti-
ldtek stane soucdsti naseho rutinniho vySettovaciho postupu
u pacientii s MN.
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