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ABSTRACT

INTRODUCTION: Chronic glomerulonephritis is one of the common causes of chronic kidney disease that can lead to
end-stage renal failure and the need for renal replacement therapy. Understanding the aetiology of this disease and its
risk factors can help develop new methods of early diagnosis and effective therapy. Uromodulin is a protein with
a broad spectrum of activity, and is involved in the key pathways that regulate kidney homeostasis.

AIM OF THE STUDY: The aim of the study was to analyse the relationship between three selected polymorphisms
(rs13335818, rs4293393 and rs13333226) of the uromodulin gene (UMOD) and the risk of chronic kidney disease
caused by chronic glomerulonephritis.

MATERIAL AND METHODS: 113 patients with chronic glomerulonephritis and eGFR < 60 ml/min/1.73 m* (experi-
mental group) and 196 patients from the General Outpatient Clinic without a history of renal disease and eGFR
> 60 ml/min/1.73 m? (control group) were recruited for the study. The study protocol assumed a one-time blood collec-
tion for genetic testing and serum creatinine level determination. Genetic material was isolated from the peripheral
blood lymphocytes of the subjects. Genotyping of the analysed polymorphisms was performed using TagMan SNP
Genotyping Assay Kits. The results were processed with statistical methods using Statistica 10 and Microsoft Office
Exel 2003 software, the Mann-Whitney U test and the y° test. Statistical significance was adopted at p < 0.05.
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RESULTS: No statistically significant differences in the distribution of genotypes between the experimental and con-
trol groups were found for any of the three analysed UMOD variants.

CONCLUSIONS: UMOD polymorphisms rs13335818, rs4293393 and rs13333226 are not associated with the risk of
chronic kidney disease caused by chronic glomerulonephritis.
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STRESZCZENIE

WSTEP: Przewlekle kigbuszkowe zapalenie nerek jest jedng z czgstych przyczyn przewlektej choroby nerek mogace;j
prowadzi¢ do ich schytkowej niewydolnosci i koniecznosci stosowania terapii nerkozastepczej. Poznanie etiologii tej
choroby oraz czynnikow ryzyka daje nadzieje na wdrozenie nowych metod wczesnej diagnostyki i skutecznej terapii.
Uromodulina jest biatkiem prezentujagcym szerokie spektrum dziatan, wigczonym w kluczowe szlaki warunkujace
homeostaze nerek.

CEL PRACY: Celem pracy byla ocena zwigzku wybranych trzech polimorfizméw (rs13335818, rs4293393
i r$13333226) genu uromoduliny (UMOD) z wystepowaniem przewlektej choroby nerek na tle przewlektego ktebusz-
kowego zapalenia nerek.

MATERIAL | METODY: Do badania zrekrutowano 113 chorych z przewlektym kigbuszkowym zapaleniem nerek
i eGFR < 60 ml/min/1,73 m? (grupa badana) oraz 196 pacjentéw Poradni Ogolnej POZ bez choréb ukiadu moczowego
w wywiadzie, z eGFR > 60 ml/min/1,73 m® (grupa kontrolna). Protokot badania przewidywat jednorazowe pobranie
krwi do wykonania badan genetycznych oraz w celu oznaczenia st¢zenia kreatyniny w surowicy. Material genetyczny
wyizolowano z limfocytow krwi obwodowej badanych. Genotypowanie badanych polimorfizméw przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawow TagMan SNP Genotyping Assay.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie na podstawie programéw Statistica 10 i Microsoft Office Exel 2003
z wykorzystaniem: testu Manna-Whitneya i testu y°. Za granice istotnosci statystycznej przyjeto wartosci p < 0,05.
WYNIKI: W zakresie zadnego z trzech badanych polimorfizméw UMOD nie stwierdzono znamiennych statystycznie
roznic w rozktadzie genotypéw pomigdzy grupami badang a kontrolna.

WNIOSKI: Nie wykazano zwigzku polimorfizméw rs13335818, rs4293393 i rs13333226 genu UMOD z wystgpowa-
niem przewleklej choroby nerek na tle przewleklego klebuszkowego zapalenia nerek.

SLOWA KLUCZOWE
przewlekta choroba nerek, przewlekte kigbuszkowe zapalenie nerek, polimorfizmy genu uromoduliny

INTRODUCTION WSTEP

Research on uromodulin has been carried out for over  Historia badan nad uromoduling liczy ponad 65 lat,

65 years, but the role of this protein produced by renal
tubular cells and excreted in the urine remains unclear,
yet important beyond any question [1,2,3,4,5]. Many
facts suggest that uromodulin is a key substance regu-
lating homeostasis of the urinary system [6,7]. It de-
termines the normal development of nephrons, regu-
lates transport through ion channels (NKCC2,
ROMK?2) [8,9,10,11], but its major function is cyto-
protection, generally defined as the multidirectional
protection of the urinary system against all potentially
pathogenic factors [6]. Because of the specific struc-
ture of the protein chain and its gel-like form, uro-
modulin acts locally in the urinary tract like a mechan-
ical trap for microorganisms, elements of the immune
system, etc. [12,13,14,15,16]. It also has an immune-
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ale rola tego bialka produkowanego przez komorki
cewek nerkowych i wydalanego do moczu nadal po-
zostaje niejasna, cho¢ niepodwazalnie istotna [1,2,3,
4,5]. Wiele faktow przemawia za tym, ze uromodulina
jest kluczowym elementem warunkujagcym zachowa-
nie homeostazy uktadu moczowego [6,7]. Nie tylko
determinuje prawidlowy rozwdj nefrondéw czy regulu-
je transport joné6w m.in. przez wptyw na kanaty jono-
we (NKCC2, ROMK?2) [8,9,10,11], lecz jej gtéwna
rola wydaje si¢ cytoprotekcja, szeroko rozumiana jako
wielokierunkowa ochrona uktadu moczowego przed
wszelkimi potencjalnie patologicznymi czynnikami
[6]. Dzigki specyficznej budowie tancucha biatkowe-
go i zelowej strukturze rozwija swoje dziatanie lokal-
nie w drogach moczowych, wigzac jak mechaniczna



lating effect on the systemic inflammatory process
[18,19,20].

A breakthrough in research on uromodulin occurred in
2009 when Anna Kottgen et al. published findings
from the genome-wide association study (GWAS),
indicating the uromodulin gene as a potential locus
determining glomerular filtration rate and its correla-
tion with chronic kidney disease [20]. Further research
by Kottgen et al., designed as a case-control study in
a group of 200 patients with chronic kidney disease
(CKD), revealed that higher urinary excretion of uro-
modulin was a predictor of deteriorated renal function
and was associated with the UMOD rs4293393 poly-
morphism [21]. In 2010, a group of Glasgow resear-
chers analysed the genome in 1621 hypertensive pa-
tients and demonstrated that the G allele (UMOD;
rs13333226) is associated with a lower risk of hyper-
tension, reduced urinary uromodulin excretion, and
better renal function [22]. A study published in 2010
carried out by Gudbjartsson et al. in an Icelandic pop-
ulation (3,203 cases of chronic kidney disease and
38,782 healthy controls) revealed a significantly high-
er frequency (89%) of the T allele in the UMOD
rs4293393 polymorphism in subjects with CKD. The
correlation between the investigated UMOD gene
polymorphism and the occurrence of chronic kidney
disease and serum creatinine was stronger in older
patients. The UMOD gene variant also conferred pro-
tection against kidney stones when studied in 3,617
Icelandic kidney stone cases and 43,201 controls [23].
In 2010 Swedish researchers Mollsten and Torffvit
designed a study to analyse the association of uro-
modulin with distal tubular dysfunction in patients
with diabetes mellitus. The analysis of urine collected
from 301 patients with type 1 diabetes (91 with mi-
croalbuminuria and 46 with macroalbuminuria) sho-
wed tubular dysfunction in patients with macroalbu-
minuria (70% of patients), and it was associated with
the AA and AT genotypes of rs12444268 in the UMOD
gene [24]. Anna Reznichenko and her research team
demonstrated the association of the rs12917707 minor
allele frequency (MAF) of uromodulin with a lower
risk of end-stage renal disease in renal transplant re-
cipients, regardless of their age, sex or underlying
aetiology of ESRD [25]. Boger et al. followed about
26,000 individuals for over 7 years and revealed the
association of the T allele at rs12917707 with a redu-
ced risk of kidney injury [26]. The association of se-
lected uromodulin gene variants with renal function
was also confirmed by other authors [27,28].
Numerous findings suggest that uromodulin is a very
important link in the pathophysiology of kidney dis-
ease. Indeed, the results of many studies are slowly
beginning to add new elements to the complex patho-
physiological network of pathways linking physiolog-
ical disorders related to uromodulin with the risk of
developing severe renal disease and its progression
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putapka m.in. drobnoustroje i elementy uktadu immu-
nologicznego [12,13,14,15,16]. Wptywa ponadto mo-
dyfikujaco na ogdlnoustrojowy proces zapalny, wyka-
zujac wlasciwosci immunomodulatora [18,19,20].
Przetom zainteresowan uromoduling nastgpit w roku
2009, kiedy Anna Kottgen i wsp. opublikowali wyniki
badania GWAS (Genome-wide association study),
wskazujagce na gen uromoduliny jako potencjalne
locus warunkujace filtracje klgbuszkowa i korelujace
z przewlekta choroba nerek [20]. W dalszych bada-
niach Kottgen i wsp., prowadzonych jako badanie
kliniczno-kontrolne w grupie 200 chorych z przewle-
kta choroba nerek (PChN), zaobserwowano, ze wyda-
lanie z moczem wigkszych ilosci uromoduliny byto
objawem wyprzedzajacym pogorszenie funkcji nerek
i wykazywato zwigzek z polimorfizmem rs4293393
genu UMOD [21]. W roku 2010 grupa naukowcow
z Glasgow, droga analizy genomu dokonanej u 1621
chorych na nadcisnienie tetnicze, wykazata m.in., ze
allel G polimorfizmu rs13333226 genu UMOD wiaze
si¢ ze zmniejszonym ryzykiem wystepowania nadci-
$nienia t¢tniczego, mniejszym wydalaniem uromodu-
liny z moczem i lepszg funkcja nerek [22]. Opubliko-
wane w 2010 r. przez Gudbjartssona i wsp. wyniki
badan prowadzonych w populacji islandzkiej (3 203
chorych z przewlekta choroba nerek i 38 782 osoby
zdrowe w grupie kontrolnej) dowiodly znamiennie
czestszego (89%) wystepowania allelu T polimorfi-
zmu 154293393 genu UMOD u o0sob z PChN. Korela-
cja pomiedzy badanym polimorfizmem genu UMOD
a wystgpowaniem przewleklej choroby nerek i Steze-
niem kreatyniny w surowicy byta wyrazniejsza w gru-
pie chorych starszych. Badany wariant genu UMOD
byt réwnoczesnie czynnikiem chronigcym przed two-
rzeniem ztogéw w nerkach, co wykazano porownujac
w tym samym badaniu 3 617 chorych z kamicg ner-
kowa 1 43 201 osob z grupy kontrolnej [23]. Autorzy
szwedzcy, Mollsten i Torffvit, w 2010 r. zaplanowali
badanie majgce na celu ustalenie zwigzku uromoduli-
ny z dysfunkcjg cewek dalszych u chorych z cukrzyca.
Analizujac wyniki 301 chorych z cukrzyca typu 1
(w tym 91 0s6b z mikroalbuminurig i 46 z biatkomo-
czem), stwierdzili oni dysfunkcj¢ cewki dalszej u 70%
chorych z biatkomoczem, co taczylo si¢ z wystgpowa-
niem genotypow AA i AT polimorfizmu rs12444268
genu UMOD [24]. Anna Reznichenko wraz z zespo-
fem wykazata zwiazek MAF (minor allele frequency)
polimorfizmu rs12917707 genu uromoduliny z mniej-
szym ryzykiem rozwoju schytkowej niewydolnos$ci
nerek w grupie biorcoOw nerki, niezaleznie od wieku
chorych, pici czy etiologii uszkodzenia nerek [25].
Boger i wsp., obserwujgc przez ponad 7 lat grupe
okolo 26 tysiecy osob, ujawnili zwigzek allelu T po-
limorfizmu rs12917707 z redukcja ryzyka wystapienia
uszkodzenia nerek [26]. Rowniez inni autorzy po-
twierdzili asocjacj¢ wybranych polimorfizmow genu
uromoduliny z funkcja nerek [27,28].
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towards end-stage renal failure [5,23,25,26,29,30].
In recent decades chronic kidney disease has become
a social problem, as it now affects about 11% of the
population in developing countries [31]. Despite sig-
nificant advances in diagnostics, therapy and medical
technology, we have reached a point where medicine
is unable to offer to a large group of people with end-
stage renal disease caused by various diseases any
alternative to renal replacement therapy, which unfor-
tunately does not provide full quality of life. Consider-
ing this fact, great hope is put in studies aimed at set-
ting new trends for the early diagnosis and effective
treatment of kidney disease [28,32]. Research on the
role of uromodulin in the physiology and pathogenesis
certainly represents one of these trends.

The aim of this study was to analyse the relationship
between three selected polymorphisms (rs13335818,
rs4293393 and rs13333226) of the uromodulin gene
(UMOD) and the risk of chronic kidney disease cau-
sed by chronic glomerulonephritis.

MATERIAL AND METHODS

Recruitment to the experimental group was carried out
at the Outpatient Nephrology Clinic, Nephrology
Department and Dialysis Centre among patients with
chronic glomerulonephritis and the third or higher
stage of chronic kidney disease, i.e. estimated glomer-
ular filtration rate < 60 ml/min/1.73 m2 Other causes
of chronic kidney disease were ruled out based on
interviews and available medical records. The control
group comprised consecutive patients without a histo-
ry of urinary tract disease who were referred for a visit
to the Primary Care Outpatient Clinic.

All the subjects were Caucasians and gave written
informed consent to participate in the study. Informed
consent on behalf of children under the age of 18 was
given by parents or legal guardians. The study was
approved by the Bioethics Committee of the Silesian
Medical University in Katowice, Poland.

The study protocol assumed a one-time visit of the
patient, during which a venous blood sample was col-
lected for laboratory testing (for planned genetic ana-
lyses and serum creatinine determination), a retrospec-
tive analysis of medical records, and anthropometric
measurements (body weight and height). Patients
undergoing renal replacement therapy with repetitive
haemodialysis were examined on the day of the sche-
duled dialysis, and blood was sampled prior to treat-
ment. Information on the diagnosis, the course of the
primary disease, and the coexistence of hypertension
was acquired from the available medical records.
Chronic glomerulonephritis was diagnosed based on
the histopathological examination of a kidney biopsy

196

ANN. ACAD. MED. SILES. (online) 2017; 71: 193-203

Liczne przestanki sugeruja, ze uromodulina jest bar-
dzo waznym ogniwem w patofizjologii choréb nerek.
W istocie wyniki wielu badan zaczynaja powoli do-
pelia¢ obraz skomplikowanej sieci potaczen patofi-
zjologicznych, prowadzacych od zaburzen fizjolo-
gicznego dziatania uromoduliny do rozwoju powaz-
nych chorob nerek i ich progresji w kierunku schyt-
kowej niewydolnosci [5,23,25,26,29,30].

Temat przewleklej choroby nerek od kilku dekad
urasta do rangi problemu spotecznego, bowiem doty-
czy okoto 11% populacji krajow rozwinigtych [31].
Mimo znaczgcego postepu diagnostyki, terapii, tech-
niki i technologii medycznych doszli§my do granicy,
kiedy licznej grupie oséb ze schytkowa niewydolno-
$cig nerek na tle r6znych chordb nie jesteSmy w stanie
zaoferowa¢ niczego poza terapia nerkozastepcza,
niezapewniajaca niestety pelnego komfortu zycia.
W tej sytuacji wielkg nadziej¢ budza wszelkie wyniki
badan wskazujace no-we kierunki wczesnej diagno-
styki i skutecznego leczenia chordb nerek [28,32].
Jeden z takich kierunkéw wyznaczaja niewatpliwie
badania nad rolg fizjologiczna i patogenetyczng uro-
moduliny.

Celem pracy byla ocena zwigzku wybranych trzech
polimorfizmow (rs13335818, rs4293393 i rs13333226)
genu uromoduliny (UMOD) z wystepowaniem prze-
wlektej choroby nerek na tle przewlektego klebusz-
kowego zapalenia nerek.

MATERIAL | METODY

Rekrutacja do grupy badanej zostata przeprowadzona
w Poradni Nefrologicznej, Oddziale Nefrologii i Stacji
Dializ wérdd osob z przewlektym kigbuszkowym za-
paleniem nerek w co najmniej trzecim stadium prze-
wlektej choroby nerek, tj. szacowana filtracja kie-
buszkowa mniejsza niz 60 ml/min/1,73 m? Na pod-
stawie wywiadu oraz dostgpnej dokumentacji me-
dycznej wykluczono inne przyczyny przewlektej cho-
roby nerek. Grupe kontrolng stanowili kolejni pacjenci
bez chorob uktadu moczowego w wywiadzie, zgtasza-
jacy si¢ na wizyte do Poradni Podstawowej Opieki
Zdrowotnej.

Wszyscy badani byli przedstawicielami rasy kauka-
skiej. Wyrazili pisemnie $wiadoma zgod¢ na udziat
W badaniu. W imieniu dzieci w wieku ponizej 18 lat
zgodg wyrazili rOwniez rodzice (prawni opiekunowie).
Badanie uzyskalo pozytywna opini¢ Komisji Bioe-
tycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Ka-
towicach.

Protokot badania przewidywat jednorazowa wizyte
pacjenta, w czasie ktorej pobrano probke krwi zylnej
do badan laboratoryjnych (celem przeprowadzenia
zaplanowanych badan genetycznych oraz oznaczenia



or a typical clinical presentation (proteinuria and/or
erythrocyturia) after ruling out other causes for these
symptoms and types of renal disease based on addi-
tional tests. Hypertension was diagnosed in adults
according to the criteria of the European Society of
Hypertension, published in 2009, and in minors based
on the 4th Report of the Working Group on High
Blood Pressure in Children and Adolescents published
in 2004 [33,34]. The estimated glomerular filtration
rate was calculated using levels of serum creatinine
and the Modification of Diet in Renal Diseases Study
Equation (MDRD) for adults, or the Schwartz equa-
tion for patients aged under 18. [35,36].

All genetic tests were performed at the Laboratory
of the Chair of Internal Medicine, Diabetology and
Nephrology in Zabrze.

Genetic material was isolated from peripheral blood
lymphocytes of the subjects. Genotyping of the poly-
morphisms was performed using fluorescence-labelled
probes and TagMan SNP Genotyping Assay kits. The
results were processed with statistical methods using
Statistica 10 and Microsoft Office Exel 2003 software.
All quantitative data were expressed as means + stan-
dard deviation, and qualitative data as absolute and
relative values (i.e. percentage of the total value).
Differences between the groups in quantitative data
that did not meet the criteria for normal distribution
were analysed using the Mann-Whitney U test. The x*
test was used to compare differences between the
qualitative variables in the two groups. In all the sta-
tistical analyses the level of statistical significance was
adopted at p < 0.05.

RESULTS

The study encompassed a total of 309 subjects. The
group of patients with chronic glomerulonephritis and
CKD at stage 3 or higher comprised 113 patients, of
which 41 (36.3%) were women and 72 (63.7%) were
men. The mean age of the patients was 35.2 + 16.2
years. In 55 (48.7%) patients the diagnosis of CGN
was confirmed by histopathological examination of
arenal biopsy. At the time of the study the mean
eGFR in patients was 28.4 + 25.3 ml/min/1.73 m?’.
Of all the patients 13% were on conservative treat-
ment, 48% were on dialysis, and 39% had had a renal
transplant. 102 (90.3%) patients had a history of co-
existing CKD and hypertension.

After excluding subjects with eGFR < 60 ml/min/
/1.73 m?, 196 subjects qualified to the control group:
92 (46.9%) women and 104 (53.1%) men of mean age
48.6 + 17.2 years. Within this group hypertension was
diagnosed in 77 (39.3%) patients. Compared to sub-
jects without a history of hypertension, these patients
were significantly older (60.5 £ 12.0 vs. 40.1 = 15.7
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stezenia kreatyniny w surowicy), a takze retrospek-
tywna analiz¢ dokumentacji medycznej i wykonanie
pomiaréw antropometrycznych (masa ciata, wzrost).
Chorych leczonych nerkozastepczo metoda powtarza-
nych hemodializ badano w dniu planowej dializy,
a krew pobierano przed rozpocz¢ciem zabiegu. Na
podstawie dostepnej dokumentacji medycznej uzyska-
no dane dotyczace rozpoznania i przebiegu choroby
podstawowe]j oraz wspotistnienia nadci$nienia tetni-
czego. Podstawg rozpoznania przewleklego klebusz-
kowego zapalenia nerek stanowit wynik badania hi-
stopatologicznego bioptatu nerki lub typowy obraz
kliniczny (biatkomocz lub/i erytrocyturia) po wyklu-
czeniu na podstawie wykonanych badan dodatkowych
innych przyczyn ww. objawdw i innych chorob nerek.
Nadci$nienie te¢tnicze zostalo rozpoznane wedlug
kryteriow Europejskiego Towarzystwa Nadci$nienia
Tetniczego z 2009 r. lub, w przypadku oséb niepeino-
letnich, na podstawie IV Raportu Grupy Roboczej do
spraw Kontroli Nadcis$nienia Tgtniczego u Dzieci
i Mlodziezy z 2004 r. [33,34]. Opierajac si¢ na wyniku
stezenia kreatyniny w surowicy, obliczono szacowang
filtracje kigbuszkowa wedlug wzoru MDRD (Modifi-
cation of Diet in Renal Diseases Study Equation) dla
0soOb dorostych i wzoru Schwartza dla chorych ponizej
18 r.z. [35,36].

Wszystkie badania genetyczne wykonano w Laborato-
rium Katedry Chorob Wewnetrznych, Diabetologii
i Nefrologii w Zabrzu.

Materiat genetyczny wyizolowano z limfocytow krwi
obwodowej badanych. Genotypowanie badanych poli-
morfizméw przeprowadzono za pomocg znakowanych
fluorescencyjnie sond z wykorzystaniem zestawow
TagMan SNP Genotyping Assay. Uzyskane wyniki
opracowano statystycznie, korzystajac z programu
Statistica 10 i Microsoft Office Exel 2003. Wszystkie
dane ilosciowe przedstawiono jako $rednie + odchyle-
nie standardowe, za$ dane jako$ciowe jako wartosci
bezwzgledna oraz wzgledng (tj. procent catosci).
W przypadku danych ilosciowych niespetniajacych
kryterium rozktadu normalnego dla oceny r6éznic mig-
dzygrupowych wykorzystano test U Manna-Whitneya.
Testem y postuzono sie, poréwnujgc réznice miedzy-
grupowe w zakresie zmiennych jakosciowych. We
wszystkich analizach statystycznych przyjeto za gra-
nicg istotnosci poziom prawdopodobienstwa p < 0,05.

WYNIKI

Badaniami objeto w sumie 309 osob. Grupa chorych
z przewlektym kiebuszkowym zapaleniem nerek
W stadium co najmniej trzecim przewlektej choroby
nerek liczyta 113 os6b w tym 41 (36,3%) kobiet i 72
(63,7%) mezczyzn w Srednim wieku 35,2 + 16,2 roku.
W przypadku 55 chorych (48,7%) rozpoznanie PKZN
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years), had a higher body mass index (28.5 + 4.3 vs.
24.9 + 3.2 kg/m®), and lower eGFR (78.3 £ 15.5 vs.
92.8 + 19.0 ml/min/1.73 m?).

The distribution of genotypes and alleles of the stu-
died polymorphisms is presented in Tables 1-3.

The frequencies of rs13335818 polymorphism geno-
types in the experimental group compared to the con-
trols were 76.8% vs 73.7% for CC, 20.5% vs 24.7%
for CT and 2.7% vs 1.6% for TT. The lowest frequen-
cy was found for the T allele, for which the MAF
(Minor Allele Frequency) in the experimental group
was 0.13.

The frequencies of rs4293393 polymorphism geno-
types in the experimental group compared to the con-
trols were 78.4% vs 71.1% for AA, 18.9% vs 27.3%
for AG and 2.7% vs 1.6% for GG. The MAF for the G
allele was 0.12 and 0.15, respectively.

The frequencies of rs13333226 polymorphism geno-
types in the experimental group compared to controls
were 77.0% vs 71.1% for AA, 20.3% vs 27.3% for
AG and 2.7% vs 1.6% for GG. The G allele had the
lowest frequency, with an MAF of 0.12 and 0.15,
respectively.

The frequencies of the genotypes of the analysed
UMOD variants in patients with CGN and the controls
did not differ significantly from the distribution pre-
dicted by the Hardy-Weinberg law.

No significant differences in the distribution of geno-
types between the experimental group and the controls
were identified for any of the three analysed UMOD
polymorphisms. Similar findings were made from the
analysis considering the history of hypertension.
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zostalo w przeszlosci potwierdzone wynikiem biopsji
nerki. W czasie prowadzenia badania $rednia filtracja
kigbuszkowa chorych wynosita 28,4 £ 25,3 ml/min/
/1,73 m% Sposrod badanych 13% osob bylo leczonych
zachowawczo, u 48% stosowano dializoterapie, a u 39%
wykonano zabieg przeszczepienia nerki. 102 chorych
(90,3%) miato w wywiadzie wspotistniejace z PChN
nadci$nienie tetnicze.

Po wykluczeniu osob z filtracja kltgbuszkowa mniejsza
niz 60 ml/min/1,73 m?, do grupy kontrolnej zakwalifi-
kowano 196 osob: 92 kobiety (46,9%) i 104 mezczyzn
(53,1%) w $rednim wieku 48,6 + 17,2 roku. W obrebie
tej grupy na nadcisnienie tetnicze chorowato 77 osob
(39,3%). Roznily si¢ one istotnie statystycznie od
0sob bez nadcis$nienia tetniczego W wywiadzie: star-
szym wiekiem (60,5 + 12,0 vs 40,1 + 15,7 roku),
wyzszym wskaznikiem masy ciata (28,5 = 4,3 vs 24,9
+ 3,2 kg/m?) i nizsza filtracja kiebuszkowa (78,3 +
15,5 vs 92,8 + 19,0 ml/min/1,73 m?).

Rozktad genotypow i alleli badanych polimorfizmow
prezentuja tabele 1-111.

W zakresie polimorfizmu rs13335818 w grupach
badanej i kontrolnej stwierdzono genotyp CC odpo-
wiednio u 76,8% vs 73,7% badanych, CT u 20,5% vs
247% oraz TT u 2,7% vs 1,6% oséb. Z mniejsza
czestoscig wystgpowal allel T, dla ktérego w grupie
badanej MAF (Minor Allele Frequency) wynosit 0,13.
Analizujac rozktad genotypoéw polimorfizmu rs4293393
odpowiednio w grupach badanej i kontrolnej, wyka-
zano genotyp AA U 78,4% vs 71,1% osob, AG 18,9%
vs 27,3% i GG 2,7% vs 1,6%. Wskaznik MAF dla
allelu G wynosit odpowiednio 0,121 0,15.

Table 1. Distribution of genotypes and alleles of UMOD polymorphism rs13335818 in analysed groups; 2 test (p = ns)
Tabela I. Rozktad genotypéw i alleli polimorfizmu rs13335818 genu UMOD w grupach badanych; test x2 (p = ns)

1s13335818 Experimental group/ All controls/ Controls without HT/ Controls with HT/
Grupa badana Grupa kontrolna wszyscy Grupa kontrolna bez NT Grupa kontrolna z NT

cC 86 (76,8%) 143 (73,7%) 82 (69,5%) 61(80,3%)
CT 23(20,5%) 48 (24,7%) 35(29,7%) 13 (17,1%)
T 3(2,7%) 3(1,6%) 1(0,8%) 2(2,6%)

CT+TT 26 (23,2%) 51(26,3%) 36 (30,5%) 15 (19,7%)
allel C 195 (87,1%) 334 (87,1%) 199 (84,3%) 135 (88,8%)
allel T 29 (12,9%) 54 (13,9%) 37 (15,7%) 17 (11,2%)

HT - hypertension/NT - nadcisnienie tetnicze

Table Il. Distribution of genotypes and alleles of UMOD polymorphism rs4293393 in analysed groups; x2test (p = ns)

Tabela Il. Rozktad genotypéw i alleli polimorfizmu rs4293393 genu UMOD w grupach badanych; test 2 (p = ns)

154293393 Experimental group/ All controls/ Controls without HT/ Controls with HT/
Grupa badana Grupa kontrolna wszyscy Grupa kontrolna bez NT ~ Grupa kontrolna z NT

AA 87 (78.4%) 138 (71.1%) 79 (67%) 59 (77.6%)
AG 21(18.9%) 53 (27.3%) 38 (32.2%) 15 (19.8%)
GG 3(2.7%) 3(1.6%) 1(0.8%) 2 (2.6%)

AG+GG 24 (21.6%) 56 (28.9%) 39 (33%) 17 (22.4%)
Aallele 195 (87.8%) 329 (84.8%) 196 (83%) 133 (87.5%)
G allele 27 (12.2%) 59 (15.2%) 40 (17%) 19 (12.5%)
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Table ll. Distribution of genotypes and alleles of UMOD polymorphism rs13333226 in analysed groups; X2 test (p = ns)
Tabela lll. Rozktad genotypdw i alleli polimorfizmu rs13333226 genu UMOD w grupach badanych; test x2 (p = ns)

1513333226 Experimental group/ All controls/ Controls without HT/ Controls with HT/
Grupa badana Grupa kontrolna wszyscy Grupa kontrolna bezNT  Grupa kontrolna z NT

AA 87 (77%) 138 (71.1%) 79 (67%) 59 (77.6%)
AG 23(20.3%) 53 (27.3%) 38 (32.2%) 15 (19.8%)
GG 3(2.7%) 3(1.6%) 1(0.8%) 2(2.6%)

AG+GG 24 (21.6%) 56 (28.9%) 39 (33%) 17 (22.4%)
Aallele 195 (87.8%) 329 (84.8%) 196 (83%) 133 (87.5%)
Gallele 27 (12.2%) 59 (15.2%) 40 (17%) 19 (12.5%)

DISCUSSION W grupach badanej i kontrolnej rozktad genotypow

Chronic glomerulonephritis (CGN) is a term used to
refer to several diseases with different clinical courses
and different prognoses. They are characterised by
damage to the basement membrane of the glomeruli
caused by inflammation of an immunological aetiolo-
gy. CGN is manifested by increased urinary excretion
of numerous proinflammatory cytokines [37,38]. Lit-
erature data suggest a strong correlation between ele-
vated urinary cytokine excretion and the severity of
the disease and the progression rate of kidney injury
[38,39,40]. An association of urinary TNF o excretion
with the degree of disease activity was found in pa-
tients with active proliferative glomerulopathy [41]. In
subjects with FSNGN (focal segmental necrotizing
glomerulonephritis), the number of crescents identi-
fied in kidney biopsy correlated with the urinary ex-
cretion of TGF B and interleukin-15, whereas in-
creased excretion of EGF, IL-2 and IL-9 was a posi-
tive predictor of a milder course of the disease [38].
The biochemical analysis of casts found in the urine of
patients with CGN revealed that they contain immu-
noglobulins and complement components, in addition
to uromodulin, albumin and fibrinogen [42]. There are
also reports suggesting the suitability of urinary pro-
tein analysis (including uromodulin or fragments the-
reof) for the diagnosis and prognosis of CGN [43,44].
According to the hypothesis proposed by El-Achkar
and Wu in 2012, uromodulin, because of its broad
spectrum of activity, is the main protector of homeo-
stasis in the urinary system [6]. By interacting with
different receptors located on various cells, it triggers
either a pro-inflammatory or anti-inflammatory re-
sponse [6,45]. It also probably acts as a specific me-
chanical trap, scavenging and inactivating free cyto-
kines filtered in glomeruli [46].

With this in mind, it can be suspected that changes in
the structure and/or function of uromodulin may have
a significant influence on the course of inflammation
in chronic glomerulonephritis. In fact, Olczak et al.
demonstrated that the urine of patients with CGN con-

polimorfizmu rs13333226 byl nastepujacy: AA 77,0%
vs 71,1%, AG 20,3% vs 27,3% i GG 2,7% vs 1,6%.
Rzadko wystepujacym allelem w obu grupach byt
allel G z MAF odpowiednio: 0,12 i 0,15.

Rozktad czgsto$ci wystepowania genotypow badanych
polimorfizméw UMOD nie réznit si¢ istotnie od roz-
ktadu przewidywanego prawem Hardy-Weinberga
zarowno w grupie osob z PKZN, jak i w grupie kon-
trolnej.

W zakresie zadnego z trzech badanych polimorfi-
zméw UMOD nie stwierdzono znamiennych staty-
stycznie réznic w rozkladzie genotypow pomiedzy
grupami badang a kontrolng. Analogiczne wyniki uzy-
skano réwniez po uwzglednieniu W wywiadzie nadci-
$nienia tetniczego.

DYSKUSJA

Przewlekle kigbuszkowe zapalenia nerek (PKZN) to
grupa choréb o réznym przebiegu klinicznym i r6z-
nym rokowaniu. Ich wspolng cechg jest uszkodzenie
blony podstawnej ktgbuszkow nerkowych, do ktoérego
prowadzi proces zapalny majacy podtoze immunolo-
giczne. W przebiegu PKZN obserwuje si¢ zwickszone
wydalanie z moczem licznych cytokin prozapalnych
[37,38]. Dane literaturowe sugeruja Scistg zalezno$é
zwigkszonego wydalania cytokin z moczem ze stop-
niem ciezko$ci choroby i tempem progresji uszkodze-
nia nerek [38,39,40]. U os6b z aktywng glomerulopa-
tig proliferacyjng stwierdzono zwigzek wydalania
TNF a z moczem ze stopniem aktywno$ci choroby
[41]. W przypadku FSNGN (focal segmental necroti-
zing glomerulonephritis) liczba stwierdzanych w biop-
tacie nerki polksi¢zycow korelowata z wydalaniem
w moczu TGF B i interleukiny 15, za§ zwigkszone
wydalanie EGF, IL-2 i IL-9 bylo korzystnym czynni-
kiem rokowniczym lagodniejszego przebiegu choroby
[38]. Analiza biochemiczna wateczkow znajdowanych
w moczu 0sob chorujacych na PKZN wskazuje, ze
zawierajg one poza uromoduling, albuminami i fibry-
nogenem takze immunoglobuliny oraz sktadowe do-
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tains structurally modified uromodulin containing
a greater amount of N-acetylgalactosamine [47].
Based on this information, the authors of the article
decided to assess the relationship between the three
selected strongly coupled UMOD polymorphisms and
the risk of chronic kidney damage caused by chronic
glomerulonephritis. The polymorphisms were selected
because of the authors’ previous findings indicating
a significantly higher inheritance of the T allele at
rs4293393, A allele at rs13333226 and C allele at
rs13335818 of the uromodulin gene from parents to
children with this disease (unpublished data).

The rs13335818 polymorphism, located in exon 3 of
the UMOD gene, is a synonymous polymorphism that
is potentially biologically silent because it does not
alter the amino acid sequence in the uromodulin pro-
tein chain. However, according to ENCODE, the re-
gion of this polymorphism shows strong regulatory
activity [48,49]. The other two analysed polymor-
phisms, rs4293393 and rs13333226, are located in the
non-coding section of the gene, but many data indicate
that the non-coding fragments of the human genome
are biologically active and affect gene expression
[50,51]. In fact, the study by Padmanabhan et al. de-
monstrated that the G allele at rs13335818 was associ-
ated with lower urinary excretion of uromodulin [22].
Kottgen et al. on the other hand, found lower urinary
excretion of uromodulin in carriers of the C allele in
the rs4293393 polymorphism [21]. Thus, there are
grounds to believe that the analysed polymorphisms,
by influencing the expression of the UMOD gene,
modify the physiological function of uromodulin,
which may be a risk factor for irreversible kidney
damage.

However, the present study designed in the case-con-
trol model did not confirm our initial assumptions, and
did not show any association between UMOD poly-
morphisms (rs13335818, rs4293393 and rs13333226)
and chronic kidney disease caused by chronic glomer-
ulonephritis.

There are several possible reasons for these results,
which at the same time show the limitations of the
study. For example, family studies are more sensitive
than population studies conducted in the case-control
model. The latter require the selection of sufficiently
numerous and phenotypically pure experimental
groups. Unfortunately, in our study, the histopatholog-
ical assessment of a kidney biopsy, necessary for con-
clusive confirmation of the underlying disease, was
not performed in all the patients. The experimental
group certainly included patients with various histo-
pathological types of CGN which often have a differ-
ent pathogenesis but also different long-term progno-
ses. For reasons beyond their control, the authors did
not have access to the complete medical records of the
patients, hence unfortunately the coexistence of CGN
and other conditions that could deteriorate renal func-
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petniacza [42]. Istniejg doniesienia sugerujace wyko-
rzystanie analizy sktadu biatek moczu (w tym uromo-
duliny lub jej fragmentéw) do celow diagnostyczno-
-rokowniczych w przypadku PKZN [43,44]. Wedlug
zaprezentowanej w 2012 r. przez El-Achkara i Wu
hipotezy, uromodulina poprzez bardzo szerokie spek-
trum swoich dziatan jest gldéwnym straznikiem ho-
meostazy w ukladzie moczowym [6]. Oddziatujac
Z roznymi receptorami zlokalizowanymi na réznych
komorkach, uruchamia ona w miar¢ potrzeby albo
odpowiedz prozapalnag albo przeciwzapalng [6,45].
Prawdopodobnie dziata ponadto jak swoista mecha-
niczna pulapka, wylapujac i1 inaktywujac przefiltrowa-
ne w kigbuszku wolne cytokiny [46].

Majac powyzsze na uwadze, mozna podejrzewaé, ze
zmiany dotyczace budowy lub/i funkcji uromoduliny
moga istotnie wplywaé na przebieg stanu zapalnego
w przypadku przewleklego kiebuszkowego zapalenia
nerek. W istocie Olczak i wsp. wykazali w moczu
chorujacych na PKZN zmieniona budowe uromoduli-
ny prezentujacej wicksza ilo$¢ N-acetylogalaktozami-
ny [47].

Bazujac na tych danych autorzy artykutu podjeli sig
oceny zwigzku wybranych trzech, silnie ze soba
sprzezonych polimorfizméw UMOD z wystgpowa-
niem przewlektego uszkodzenia nerek w przebiegu
przewleklego kiebuszkowego zapalenia nerek. Do
wyboru polimorfizméw sklonity autoréw wczesniej-
sze wyniki witasnych badan wskazujace na istotnie
czestsze przekazywanie przez rodzicOw potomkom
obcigzonym ta chorobg allelu T polimorfizmu
rs4293393, allelu A polimorfizmu rs 13333226 oraz
allelu C polimorfizmu rs 13335818 genu uromoduliny
(dane niepublikowane).

Polimorfizm rs13335818, zlokalizowany w egzonie
3 genu, jest polimorfizmem synonimowym, czyli
potencjalnie biologicznie niemym, nie zmienia bo-
wiem sekwencji aminokwasowej w tancuchu biatko-
wym uromoduliny. Wedlug bazy ENCODE, region
tego polimorfizmu wykazuje jednak silng aktywnos¢
regulacyjng [48,49]. Pozostate dwa badane polimorfi-
zmy, rs4293393 i rs13333226, s3 zlokalizowane
W czesci niekodujacej genu, ale wiele danych wskazu-
je, ze fragmenty niekodujace naszego genomu s3
aktywne biologicznie i wptywaja na ekspresj¢ genéw
[50,51]. W istocie w badaniach Padmanabhana i wsp.
allel G rs13335818 wykazywal zwiazek ze zmniejszo-
nym wydalaniem uromoduliny z moczem [22]. Kott-
gen i wsp. stwierdzili z kolei zmniejszone wydalanie
uromoduliny z moczem u nosicieli allelu C polimorfi-
zmu 154293393 [21]. Istniejg wiec podstawy, by Sg-
dzi¢, ze badane przez nas polimorfizmy poprzez
wplyw na ekspresje genu UMOD modyfikuja fizjolo-
giczne funkcje uromoduliny, co moze stanowi¢ czyn-
nik ryzyka nieodwracalnego uszkodzenia nerek.
Aktualne badanie, przeprowadzone w schemacie ,,ba-
dany vs kontrola”, nie potwierdzito jednakze naszych



tion per se cannot be ruled out. For the same reason,
for most patients the authors had no data necessary to
assess the progression rate of chronic kidney disease
and to correlate it with the analysed UMOD polymor-
phisms. A conclusive assessment of the effect of co-
existing hypertension on the obtained results was
impossible because of the insufficiently large group
size. The control subjects were only screened for kid-
ney disease, but this group also included elderly
people who were overweight/obese, and thus a priori
at risk of chronic kidney injury.

These observations suggest that future research proto-
cols (population studies, selection of ‘phenotypically
pure’ control and experimental groups, analysis of
CKD progression) should be optimised. Nevertheless,
the obtained findings do not diminish the need for
further research into the role of uromodulin and its
genetic variants in kidney disease pathogenesis.

CONCLUSIONS

The study did not demonstrate any association be-
tween UMOD polymorphisms rs13335818, rs4293393
and rs13333226 and the risk of chronic kidney disease
caused by chronic glomerulonepbhritis.

The study was executed under project no. KNW-1-
-120/N/3/0.
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wstepnych zatozen i nie wykazalo zwigzku zadnego
z badanych polimorfizméw (rs13335818, rs4293393
i rs13333226) genu UMOD z wystepowaniem prze-
wlektej choroby nerek na tle przewlektego kiebusz-
kowego zapalenia nerek.

Istnieje kilka prawdopodobnych przyczyn uzyskania
takich wynikow, ktore stanowia rownoczesnie ograni-
czenie przeprowadzonego badania. Badanie rodzin
jest czulsze niz badanie populacyjne prowadzone
w schemacie ,,przypadek vs kontrola”. To ostatnie bo-
wiem wymaga selekcji wystarczajaco licznych i czy-
stych fenotypowo grup badanych. Niestety, w przy-
padku naszego badania nie u wszystkich chorych
dysponowaliSmy ocena histopatologiczna bioptatow
nerki, co pozwalatoby jednoznacznie potwierdzié roz-
poznanie choroby podstawowej. W grupie badanej
znalezli si¢ na pewno chorzy z réoznymi typami histo-
patologicznymi PKZN, ktore czgstokro¢ maja nie
tylko rozne tto patogenetyczne, lecz takze rdzne ro-
kowanie odlegle. Z przyczyn niezaleznych autorzy nie
mieli wgladu w kompletne dokumentacje medyczne
chorych, stad nie mozna niestety wykluczy¢ natozenia
na PKZN innych schorzen, ktére mogty per se prowa-
dzi¢ do pogorszenia funkcji nerek. Z tego samego
wzgledu w przypadku wigkszosci chorych autorzy nie
dysponowali danymi, ktore pozwolityby na oceng
tempa progresji przewlektej choroby nerek i skorelo-
wania go z badanymi polimorfizmami UMOD. Zbyt
male grupy badane uniemozliwity jednoznaczng oceng
wplywu wspdtistniejacego nadci$nienia na uzyskane
wyniki. Chorym z grupy kontrolnej wykonano jedynie
badania przesiewowe w kierunku choréb nerek. Tym-
czasem byly wsrdd nich takze osoby starsze, majace
nadwage/otytos¢, a wigc bedace a priori w grupie
ryzyka przewlektego uszkodzenia nerek.

Powyzsze spostrzezenia sugeruja kierunki optymali-
zacji przysztych protokotow badawczych (badanie
0 zakresie populacyjnym, selekcja ,,czystych fenoty-
powo” grup badanej i kontrolnej, analiza progresji
PChN), a uzyskane wyniki nie umniejszaja celowosci
prowadzenia dalszych badan nad rola uromoduliny
i jej zmienno$ci genetycznej w patogenezie chordb
nerek.

WNIOSKI

Nie wykazano zwiagzku polimorfizméw rs13335818,
rs4293393 i rs13333226 genu UMOD z wystepowa-
niem przewlektej choroby nerek na tle przewleklego
kiebuszkowego zapalenia nerek.

Praca zostala zrealizowana w ramach KNW-1-
-120/N/3/0.
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