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Wykaz skrotow

ACR (ang. acute cellular rejection) — ostre odrzucanie przeszczepu

ADCC (ang. antibody-dependent cell cytotoxicity) — cytotoksycznos¢ komorkowa
zalezna od przeciwciat

AKI (ang. acute kidney injury) — ostre uszkodzenie nerek

AMR (ang. antibody mediated rejection) — odrzucanie zalezne od przeciwciat

APC (ang. antygen presenting cell) — komorki prezentujace antygen

Apo J (ang. apolipoprotein J) — apolipoproteina J

BK —wirus BK

BSP-1 (ang. bone sialoprotein-1) — sialoproteina kostna 1

CDC (ang. cross-match) — proba krzyzowa

CKD (ang. chronic kidney disease) — przewlekta choroba nerek

CLU (ang. clusterin) — klusteryna

CMV - cytomegalowirus

Cr — kreatynina w surowicy;

Cys C (ang. cystatin C) — cystatyna C

DGF (ang. delayed graft function) — opdzniona funkcja przeszczepu

DSA (ang. donor specific antibodies) — alloprzeciwciata skierowane przeciwko
antygenom dawcy

ECM (ang. extracellular matrix) — macierz zewnatrzkomérkowa

eGFR (ang. estimated glomerular filtration rate) — szacowany wspoétczynnik filtracji
kigbuszkowej

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny fazy
stalej

EMA (ang. European Medicines Agency) — Europejska Agencja Lekow

ESRD (ang. end-stage renal disease) — schytkowa niewydolno$¢ nerek

ETA-1 (ang. early T lymphocyte activation protein 1) — biatko wczesnej aktywacji
limfocytow T

FDA (ang. Food and Drug Administration) — Amerykanski Urzad ds. Zywnosci
1 Lekow

fDGF (ang. functional delayed graft function) — funcjonalnie opo6zniona funkcja

przeszczepu



GFR (ang. glomerular filtration rate) — wskaznik filtracji ktgbuszkowe;j

GVHD (ang. graft-versus-host disease) — choroba przeszczep przeciw gospodarzowi
HAVCR1 (ang. Hepatitis A Virus Cellular Receptor 1) — receptor wirusa zapalenia
watroby typu A

HLA (ang. human leukocyte antygen) — uktad zgodnosci tkankowej

HRP — peroksydaza chrzanowa

IFN-y — interferon-y

IGF (ang. immediate graft function) — natychmiastowa funkcja przeszczepu

IL-18 — interleukina 18

inhibitor TIMP-1 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases-1) — tkankowy inhibitor
metaloproteinaz-1

IP-10 (ang. IFN-gamma-inducible protein 10) — biatko-10 indukowane interferonem-y
kDa — kilodalton

KIM-1 (ang. kidney injury molecule 1) — czasteczka-1 uszkodzenia nerek

KIR (ang. killer-cell immunoglobulin-like receptor) — receptory KIR

MHC (ang. major histocompatibility complex) — gtowny uktad zgodnosci tkankowe;j
MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase 9) - metaloproteinaza 9

NDSA (ang. non-donor specific antibody) — alloprzeciwciata niewykazujace
specyficznosci przeciwko antygenom dawcy

NF-kB (ang. kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) — jadrowy czynnik
transkrypcyjny

NGAL (ang. neutrophil gelatinase-associated lipocalin) — lipokalina zwigzana
z zelatynazg neutrofilow

NK (ang. natural killers) — komorki NK

OPN (ang. osteopontin) — osteopontyna

pKIM-1 - KIM-1 w osoczu

RBP-4 (ang. retinol-binding protein 4) — biatko wigzace retinol 4

SGF (ang. slow graft function) — powolna funkcja przeszczepu

sKIM-1 — KIM-1 w surowicy

SLE (ang. systemic lupus erythematosus) — toczen rumieniowaty uktadowy

SNGAL — NGAL w surowicy

SPP-1 (ang. secreted phosphoprotein-1) — wydzielana fosfoproteina 1

TCR (ang. T-cell receptor ) — receptor limfocytow T

TFF3 (ang. trefoil factor 3) — jelitowy czynnik trefoilowy 3
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Th (ang. T-helper) — limfocyty T pomocniczne
TMB - tetrametylobenzydyna

TTR (ang. transthyretin) — transtyretyna

uCr — kreatynina w moczu

UCXCL-10 — CXCL-10 w moczu

uKIM-1 — KIM-1 w moczu

u-KIM-1 — KIM-1 w moczu

UNGAL — NGAL w moczu

URBP-4 — RBP-4 w moczu
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1. Wstep

Transplantologia kliniczna jest dziedzing medycyny stale rozwijajaca si¢
(Nankinvell i wsp. 2010). Rozwoj technik chirurgicznych oraz wprowadzenie zmian
w terapii immunosupresyjnej pozwolito na skuteczne przeszczepianie narzadow
I tkanek (Starzl 2000). Obecnie oprocz rutynowo wykonywanych przeszczepow
organdow podejmowane s3 proby eksperymentalnych przeszczepien gtowy oraz twarzy
(Devauchelle i wsp. 2006; Canavero 2013).

Przeszczepianie nerek w ciggu ostatnich kilkudziesigciu lat stato si¢ standardowa
praktyka kliniczng (Garcia i wsp. 2012). Ma to istotny wplyw na zmniejszenie
$miertelnosci 1 poprawe jakosci zycia pacjentow w zwigzku z brakiem koniecznosci
stosowania hemodializy lub dializy otrzewnowej (Adegunsoye i wsp.2017). Z roku na
rok, z wyjatkiem czasu pandemii Covid-19 zwicksza si¢ liczba wykonywanych
zabiegdéw transplantologicznych w skali globalnej, w tym przeszczepiania nerek (Ryc.
1). Jednak duzym problemem jest odrzucanie przeszczepionych narzadow i tkanek. Do
tej pory nie poznano doktadnie mechanizmow pozwalajacych na dlugoletnie utrzymanie

funkcjonalne przeszczepionej nerki.
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Ryc. 1. Zestawienie liczby wykonywanych zabiegow transplantacyjnych na $wiecie
w latach 2017-2021 na podstawie WHO-ONT Global Observatory on Donation and
Transplantation (GODT)



1.1.  Mechanizm odrzucania przeszczepionej nerki i typy odrzutu

Przeszczep allogeniczny nerki wzbudza odpowiedZz immunologiczng (Corréa
I wsp. 2013). Jest to spowodowane réznicami genetycznymi wystepujagcymi miedzy
biorcg a dawcag w uktadzie zgodnosci tkankowej HLA (ang. human leukocyte antigen).
W organizmie biorcy odrzucanie przeszczepu zwigzane jest w poczatkowym etapie
z odpowiedzig nieswoista, w ktorej udziat biorg uklad dopeiniacza, makrofagi oraz
komorki NK. Ich dziatanie opiera si¢ na reakcji w odpowiedzi na kontakt z elementami
komorek ulegajacych rozpadowi, reaktywnymi formami tlenu oraz produktami
metabolizmu. W swoistej odpowiedzi immunologicznej gtéwng role peinig przede
wszystkim limfocyty T (Gotab i wsp. 2017). Komoérki prezentujace antygen (ang.
antygen presenting cell, APC), gtownie komorki dendrytyczne, indukuja odpowiedz
immunologiczng w odpowiedzi na antygeny znajdujace si¢ na powierzchni komoérek
przeszczepionych narzadéw lub tkanek. Majg one zdolno$¢ do prezentowania
antygenow poprzez gtdwny uktad zgodnos$ci tkankowej (ang. major histocompatibility
complex, MHC) klasy 1 i II, tworzac kompleksy z receptorami limfocytow T (ang. T-
cell receptor, TCR) co powoduje aktywacj¢ swoistych limfocytow T pomocniczych
1 cytotoksycznych (Alberts 2002). Prezentacja bezposrednia odbywa si¢ w obwodowych
narzgdach limfatycznych, w ktorych znajduja si¢ antygeny pochodzace
z przeszczepionego narzadu. Dotyczy to przede wszystkim wczesnej fazy po
przeszczepie, kiedy w narzadzie znajduja sie gtoéwnie APC dawcy, ktére prezentuja
antygeny dawcy limfocytom biorcy. Po kilku tygodniach APC dawcy sg zastepowane
przez APC biorcy, co powoduje stopniowe wygaszanie odpowiedzi immunologicznej
(Game i Lechler 2002). Prezentacja posrednia wystepuje wtedy, gdy alloantygeny
pochodzace od dawcy sa prezentowane przez APC biorcy. Komorki APC moga
znajdowac¢ si¢ w obrebie przeszczepu, a nastgpnie przemieszczaé si¢ do narzadow
limfatycznych lub prezentowaé antygeny wywodzace si¢ z przeszczepionego narzadu
(Vella i wsp. 1997; Bharat i wsp. 2007). Uwaza sig, ze prezentacja bezposrednia lezy
u podstaw ostrego odrzucania narzagdow, natomiast prezentacja posrednia odpowiada za
przewlekte odrzucanie (Ingulli 2010).

Pobudzenie limfocytow T pomocniczych (ang. T-helper, Th) stymuluje
limfocyty B (limfocyty szpikozalezne) do produkcji swoistych przeciwcial.
Alloprzeciwciala moga by¢ skierowane przeciwko antygenom dawcy (ang. donor

specific antibodies, DSA) lub nie wykazywac specyficznosci przeciwko dawcy (ang.
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non-donor specific antibody, NDSA). W organizmie biorcy przeciwciata stwierdzane sa
w czasie transplantacji lub powstaja de Nnovo po przeszczepieniu i sg skierowane
przeciwko antygenom HLA i nie-HLA, zaréwno dawcy, jak i NDSA (Valenzuela
i Reed 2013). Przeciwciata HLA w zaleznosci od badanych populacji, czasu trwania
transplantacji oraz czuloSci i swoisto$ci stosowanych metod diagnostycznych
stwierdzane sa od 1 do 60% badanej populacji (Cao i wsp. 2020; Chan i wsp. 2015).
Uwaza sie, ze gtowng role przy odrzucaniu przeszczepu petnig DSA powstate de novo
po transplantacji. Pojawianie si¢ alloprzeciwcial wyprzedza zmiany morfologiczne
1 czynnosciowe przeszczepionego narzadu w zwigzku z tym w celu uniknigcia
odrzucania zaleznego od przeciwcial (ang. antibody mediated rejection, AMR)
wskazane jest monitorowanie DSA co trzy miesigce w ciaggu roku po transplantacji,
a nastepnie raz w roku (Morath i wsp. 2014).

Wedhug przyjetych zasad, typy odrzucania graftu podzielone sa w zalezno$ci od
czasu w jakim pojawita si¢ niewydolnos¢ narzadu. Wyr6znia si¢ odrzucanie nadostre,

ostre, ostre przyspieszone i przewlekte (Becker i wsp. 2016) (Ryc. 2).
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NADOSTRE

pojawia si¢ w ciagu pierwszych sekund po przeszczepie

zwigzane jest z obecnoscia przeciwcial anty-HLA lub
niezgodnos$cig w ukladzie ABO

w badaniu histopatologicznym stwierdza si¢ naciek
neutrofilowy, obrzek, zakrzepice 1 skrzepliny wioknika
w naczyniach wlosowatych zwigzane w niektérych przypadkach
z martwicg wiéknikows matych tetnic

OSTRE

OSTRE PRZYSPIESZONE

moze pojawi¢ si¢ po kilku tygodniach od przeszczepu moze pojawi€ sie juz po 24 godzinach od przeszczepienia nerki

w reakcji komérkowej biora udziat cytotoksyczne limfocyty T,
natomiast w reakcji zaleznej od przeciwciat powstaja przeciwciala B s —y
DSA oraz mogg pojawiaé sie przeciwciala MICA lub MICB

ODRZUCANIE zalezy od obecnosci komérek pamigci oraz aktywacji wtornej
PRZESZCZEPU odpowiedzi swoistej przeciwko DSA w niskim mianie
niewykrywalnym w badaniu cross-match
w badaniu histopatologicznym stwierdza sig¢ zapalenie mechanizm jest analogiczny do typu nadostrego, jednak zakrzepy
wystepuja w tetnicach

klebuszkoéw i kanalikéw nerkowych oraz
naczyn wlosowatych 1 tetnic

PRZEWLEKI.E

stwierdza si¢ po uplywie jednego roku od przeszczepu, przy
braku ostrego odrzucenia

zwigzane jest zar6wno z czynnikami immunologicznymi, jak
1 nieimmunologicznymi

skutkiem s3 zmiany zwtéknieniowe lub stwardnienia skutkunjace
w konsekwencji niewydolnoscig narzadu, w badaniu
histopatologicznym stwierdza sie glomerulopatie przeszczepu

Ryc. 2. Typy odrzucania przeszczepu nerki
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1.1.1. Nadostre odrzucanie przeszczepu nerki

Nadostre odrzucenie przeszczepu pojawia si¢ w ciggu pierwszych sekund po
przeszczepie. Zwigzane jest z obecnoscig przeciwcial anty-HLA lub niezgodnoscia
w uktadzie ABO (Gotab i wsp. 2017). Krazace przeciwciala biorcy rozpoznaja antygeny
wystepujace na powierzchni $rédblonka naczyn dawcy. Nastepnie dochodzi do
tworzenia kompleksu antygen-przeciwcialo aktywujacego dopelniacz na drodze
klasycznej oraz uktad krzepniecia (Abbas i wsp. 2015). W wyniku tego dochodzi do
zniszczenia srodbtonka, co w konsekwencji prowadzi do zakrzepicy w matych tetnicach
oraz naczyniach wlosowatych i martwicy struktur nerkowych, w tym kiebuszkow oraz
kanalikow nerkowych (Banner i wsp. 1988). W badaniu histopatologicznym stwierdza
si¢ naciek neutrofilowy, obrzgk, zakrzepice i1 skrzepliny wiloknika w naczyniach
wlosowatych zwigzane w niektorych przypadkach z martwica widknikowa matych
tetnic (Pascual i wsp.2001).

Odrzucanie nadostre stwierdza si¢ obecnie bardzo rzadko, ze wzgledu na
wykonywanie kazdorazowo przed przeszczepem proby krzyzowej metoda serologiczna
(ang. cross-match, CDC) pomiedzy przeciwcialtami biorcy a limfocytami dawcy
(Salvalaggio i wsp. 2009).

1.1.2. Ostre i ostre przyspieszone odrzucanie przeszczepu nerki

Odrzucanie ostre przyspieszone moze pojawié¢ si¢ juz po 24 godzinach od
przeszczepienia nerki i zalezy od obecnosci komoérek pamigcei oraz aktywacji wtornej
odpowiedzi swoistej przeciwko DSA w niskim mianie niewykrywalnym w badaniu
cross-match. Ich poziom gwaltownie wzrasta po ekspozycji na antygeny dawcy obecne
w krazeniu biorcy (Becker i wsp. 2016). W organizmie biorcy wystepuja uczulone
limfocyty T 1 alloprzeciwciala przeciwko antygenom dawcy (Ingulli 2010). Mechanizm
jest analogiczny do typu nadostrego, jednak zakrzepy wystepuja w tetnicach (Gotab
I wsp. 2017). Czesto$¢ wystgpienia odrzucania ostrego wsréd nieuczulonych biorcow
przeszczepu nerek wynosi okoto 5%, a u uczulonych od 40 do 90% (Valenzuela i Reed
2017).

Pojawienie si¢ odrzucania ostrego przeszczepu po kilku tygodniach od zabiegu

moze by¢ zalezne zaré6wno od pierwotnej odpowiedzi swoistej komorkowej, jak
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I humoralnej (Moreau i wsp. 2013). W reakcji komorkowej biorg udziat cytotoksyczne
limfocyty T, ktére generuja produkcje cytokin powodujacych miejscowy odczyn
zapalny 1 gromadzenie si¢ jednojadrzastych komoérek — monocytow i limfocytow (Orosz
i van Buskirk 1998). Limfocyty T CD8+ moga takze doprowadzi¢ do lizy komorek
biorcy lub apoptozy w wyniku wigzania receptora Fas (CD95) znajdujgcego si¢ na
komorkach przeszczepionego narzadu z ligandem Fas (CD178) na limfocytach (Rocha
i wsp. 2003). Limfocyty pomocnicze T CD4+ posrednicza w uruchomieniu
nadwrazliwo$ci typu poznego oraz aktywujg cytotoksyczne limfocyty T (Burrows
I wsp. 1997; Karczewski 2010).

Ostre odrzucanie zalezne od przeciwcial rozwija si¢ w wyniku powstania DSA
po przeszczepie nerki (Zhang 2018). Przeciwciata te produkowane sa w efekcie
dziatania limfocytow B i komorek plazmatycznych (Djamali i wsp. 2014). DSA sa
wigzane z komorkami §rodbtonka dawcy 1 uruchamiajg kaskade reakcji dopetniacza na
drodze klasycznej (Pouliquen i wsp. 2015). Dowodem na to jest odktadanie si¢ na
srodbtonku fragmentu C4d komplementu, ktéry w badaniu histopatologicznym jest
morfologicznym markerem odrzucania o typie humoralnym (Gotab i wsp. 2017;
Roumenina i wsp. 2013). Dodatkowo w krazeniu mogg pojawiaé si¢ przeciwciata
przeciwko nieklasycznym czasteczkom z rodziny MHC — MICA lub MICB. Ich
obecno$¢ aktywuje mechanizm cytotoksycznosci  komorkowej zaleznej od
przeciwcial (ang. antibody-dependent cell cytotoxicity, ADCC) (Hankey i wsp. 2002;
Kitchens i wsp. 2006). W tym typie odrzucania przeszczepu biorg udzial réwniez
komorki NK (ang. natural killers) posiadajace na powierzchni receptory KIR (ang.
killer-cell immunoglobulin-like receptor), ktorych rolg jest hamowanie zabijania w
odpowiedzi na rozpoznanie wiasnych struktur MHC. W przypadku pojawienia si¢
czasteczek MHC dawcy na powierzchni graftu funkcja limfocytéw NK nie jest
blokowana (Lopez-Botet i wsp. 2017; Pratschke i wsp. 2009). W badaniu
histopatologicznym stwierdza si¢ zapalenie kiebuszkow i kanalikow nerkowych oraz

naczyn wlosowatych i t¢tnic (Jeong 2020).
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1.1.3. Przewlekle odrzucanie przeszczepu nerki

Odrzucanie przewlekle stwierdza si¢ po uptywie jednego roku od przeszczepu,
przy braku ostrego odrzucenia, toksycznosci leku 1 innych przyczyn nefropatii
(Hassanein i Augustine 2023). Do niedawna opisywane byto jako przewlekta nefropatia
przeszczepu allogenicznego (Schinstock i wsp. 2014). Przyczyny odrzucania
przewlektego nerek nie sa do konca poznane (Curci i wsp. 2016). Odrzucanie
przewlekle zwigzane jest zarowno z czynnikami immunologicznymi, jak
i nieimmunologicznymi (Paul 1995). Reakcja odpornosciowa moze zachodzi¢ dwoma
szlakami — bezposrednim i posrednim. Szlak bezposredni zalezy gtdéwnie od limfocytow
T pomocniczych, ktorym zostaje zaprezentowany antygen przez komorki APC biorcy,
jednak nie odgrywa on znaczacej roli w indukowaniu tego typu odrzucania (Ingulli
2010). Szlak posredni natomiast, ktory jest gldwna przyczyna odrzucania przewleklego
nerek, zachodzi w wyniku aktywacji limfocytéw B produkujacych przeciwciata
przeciwko przeszczepionemu narzadowi (Sayegh 1999). Do najczestszych przyczyn
nieimmunologicznego odrzucania przewleklego nerek zaliczane sg infekcje wirusowe.
Najczgsciej sa to infekcje wywolane przez cytomegalowirus (CMV) i wirus BK, ktore
moga prowadzi¢ do uposledzenia funkcji przeszczepionego narzadu (Buehrig i wsp.
2003; Morgantetti i wsp. 2019). Dodatkowo, przebycie ostrego odrzucania przeszczepu,
moze predysponowaé do pogorszenia funkcji graftu na przestrzeni lat (Waaga i wsp.
2000). Skutkiem tego typu odrzutu sa zmiany zwldknieniowe lub segmentalne
stwardnienia kt¢buszkow nerkowych prowadzace do niewydolnosci narzadu, w badaniu

histopatologicznym stwierdza si¢ glomerulopatie przeszczepu (Racusen i Regele 2010).

1.2. Biomarkery wykorzystywane po przeszczepie allogenicznym nerki

Zastosowanie biomarker6w zarowno w badaniach klinicznych, jak
I w rutynowej praktyce stato si¢ powszechne (Strimbu i wsp. 2010). Biomarker to
wskaznik, obiektywnie mierzalny, bedacy wskaznikiem procesu biologicznego, procesu
patogennego lub odpowiedzi na leczenie farmakologiczne (Atkinson i wsp. 2001).
Biomarkery sg wykorzystywane do: (1) diagnozowania pacjentow z objawami choroby
lub nieprawidlowym funkcjonowaniem narzadéw; (2) oceny przebiegu choroby; (3)
rokowania choroby oraz (4) monitorowania odpowiedzi na zabieg medyczny (Vaidya

I wsp. 2008). Biomarkery mozna podzieli¢ na siedem typow w zaleznosci od ich
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przeznaczenia: biomarkery wrazliwosci lub ryzyka, diagnostyczne, prognostyczne,
predykcyjne,  monitorujace, farmakodynamiczne/odpowiedzi  na  leczenie
i bezpieczenstwa (Quaglia i wsp. 2020). Rolg biomarkerow ryzyka jest wytypowanie
pacjentow z wysokim prawdopodobienstwem rozwoju choroby zanim pojawig si¢
objawy kliniczne. Biomarkery prognostyczne maja na celu identyfikacj¢ pacjentéw
wymagajacych leczenia oraz pacjentdw, u ktéorych mozna zatrzymac postep choroby.
Natomiast marker prognostyczny pomaga okresli¢ rodzaj leczenia potrzebnego do
zatrzymania progresji choroby. Do oceny aktywnos$ci choroby stosuje si¢ markery
monitorujace. Dynamike dzialania leku w organizmie ocenia si¢ za pomocg markerow
farmakodynamicznych. Biomarkery bezpieczenstwa shuzg do oceny toksycznosci
zastosowanego leczenia (Salvadori i Tsalouchos 2017). Ponadto pozwalajg na oceng
dynamiki zmian immunologicznych, a tym samym przewiduja odpowiedz organizmu na
przeszczep (Christians i wsp. 2016; Field i wsp. 2014).

Stwierdzono, ze idealny biomarker, ktéry moze by¢ wykorzystywany
w diagnostyce chorob nerek powinien spelniaé szereg kryteriow, miedzy innymi
wykazywa¢ wysoka czulo$¢ 1 swoistos¢ narzadowa, korelowa¢ z obrazem
histopatologicznym, wykrywaé wczesne zmiany uszkodzenia nerek, pobieranie
materiatu do badan powinno by¢ nieinwazyjne dla pacjenta, a testy wykorzystywane do
badan powinny by¢ ogolnodostepne, tanie i szybkie (Lisowska-Myjak 2010; Wasung
i wsp. 2015). Obecnie w diagnostyce laboratoryjnej brak jest markera
odzwierciedlajacego zwlaszcza wezesng faze uszkodzenia nerek, jednak proponuje sig¢
kilka zwigzkow, ktore moga by¢ wykorzystywane jako biomarkery odzwierciedlajace
czynnosci nerek (Ryc. 3). W pracy oméwiono cze$¢ z nich, w tym lipokaling zwigzang
z zelatynazg neutrofilow (NGAL), czasteczke-1 uszkodzenia nerek (KIM-1), chemokine
10 z motywem C-X-C (CXCL-10), osteopontyne (OPN), cystatyng C (CysC), biatko
wigzace retinol 4 (RBP-4), jelitowy czynnik trefoilowy 3 (TFF3) i klusteryne (CLU).

15



BIOMARKERY DIAGNOSTYCZNE

NGAL/LIPOKALINA-2

¢ nalezy do superrodziny lipokalin

» gen kodujacy zlokalizowany jest na chromosomie 9

« ulega ekspresji w komorkach nerek, watroby, srodblonka i migéni gladkich, neuronach,
komoérkach uktadu odpornosciowego, w tym makrofagach i komorkach dendrytycznych

KIM-1/HAVCR/TIM-1

« glikoproteina transmembranowa typu 1, zawierajgca domeng immunoglobulinopodobna
z sze$cioma czgsteczkami cysteinami oraz domen¢ mucynowa

» gen kodujacy zlokalizowany jest na chromosomie 5g33.2

« ulega ekspresji w nerkach, watrobie i §ledzionie

CXCL10/1P-10

» chemokina nalezaca do podrodziny CXC

» gen kodujacy zlokalizowany jest na chromosomie 4

* wydzielany z komorek uktadu immunologicznego, komoérek nablonka, srédblonka
1 komoérek zrebu oraz keratynocytow

OPN

* biatko macierzy pozakomérkowej, ktora wigze integryne

 gen kodujacy zlokalizowany jest na chromosomie 4

= ulega ekspresji w komoérkach nablonka jelitowego, kosci, nerek 1 komoérkach
ukladu odporno$ciowego

CYSC

« endogenny inhibitor proteazy z superrodziny cystatyn hamujgcych gtéwnie katepsyny
L,BiH

» gen kodujacy zlokalizowany jest na chromosomie 20

¢ produkowana przez komorki jadrzaste

3P-4

'« nalezy do nadrodziny lipokalin
gen kodujacy znajduje si¢ na chromosomie 10
syntetyzowane jest glownie w watrobie, ale rowniez przez adipocyty

TFF3

nalezy do rodziny ludzkich czynnikéw trefoilowych

gen kodujgcy znajduje si¢ na chromosomie 21

biatko to wydzielane jest glownie przez komoérki sluzowe jelita cienkiego 1 grubego oraz
komérki nerwowe

PO PRZESZCZEPIE ALLOGENICZNYM NERKI

CLU

« biatko glikozylowane

» gen kodujacy zlokalizowany jest na chromosomie 8
» wystepuje w wielu narzadach, w tym w nerkach

Ryc. 3. Charakterystyka wybranych biomarkerow diagnostycznych proponowanych do
oceny czynno$ci nerek po przeszczepie allogenicznym nerki (Rogulska i wsp. 2022

[zalacznik nr 1]).
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1.2.1. Lipokalina zwiazana z zelatynaza neutrofilow (ang. neutrophil gelatinase-

associated lipocalin, NGAL)

Lipokalina zwigzana z zelatynaza neureofilow znana jako lipokalina-2, 24p3,
syderokalina oraz uterokalina, o masie 21-kD nalezy do superrodziny lipokalin
(Schmidt-Ott 1 wsp. 2007). Wystepuje W trzech izoformach: monomerycznej (25 kDa)
oraz dimerycznej (45 kDa). Istnieje takze mata frakcja heterodimeryczna (135 kDa —

sprzezona z zelatynaza) (Ryc. 4) (Singer i wsp. 2013).

Ryc. 4. Struktura lipokaliny zwigzanej z zelatynazg neureofilow (NGAL) (wedtug bazy
danych Protein Data Bank, http://pdb101.rcsb.org)

NGAL jest syntetyzowany podczas dojrzewania granulocytow w szpiku
kostnym, ale moze by¢ rowniez indukowany w komodrkach nabtonkowych w warunkach
zapalenia lub wystepowania nowotworu zlosliwego (Borregaard i wsp. 1995; Nielsen
I wsp. 1996). Gen dla tego bialka zlokalizowany jest na chromosomie 9 (Guo i wsp.
2020). NGAL ulega ekspresji w komorkach nerek, watroby, $rodbtonka i mieg$ni
gtadkich, neuronach, komorkach ukladu odpornosciowego, w tym makrofagach
I komorkach dendrytycznych (Al-Refai i wsp. 2014; Szumilas i wsp. 2016). Wydzielany
jest przez granulocyty obojetnochtonne w stanach zapalnych petlnigec funkcje¢ biatka
ostrej fazy (Radosz i wsp. 2013). St¢zenie NGAL w surowicy (SNGAL) u zdrowych
ludzi wynosi okoto 70 ng/ml (Axelsson i wsp. 1995). Poziom NGAL moze by¢ roéwniez
oznaczany w moczu (UNGAL) (Mishra i wsp. 2005). Zakres referencyjny uNGAL
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wynosi od <9 do 54,5 ng/ml (Lima i wsp. 2020). NGAL jest uwazany za marker ostrego
uszkodzenia komorek kanalikow nerkowych (Kaucsar 1 wsp. 2016). Gléwnymi
ligandami dla NGAL sg siderofory i metaloproteinaza 9 (ang. matrix metalloproteinase
9, MMP-9) (Bao i wsp. 2015). Siderofory sa czgsteczkami posiadajgcymi zdolnosé
wigzania i transportowania zelaza. Wystepuja w wielu organizmach zywych, w tym
bakteryjnych (Goetz i wsp. 2002). NGAL utrzymuje bakteriostazg poprzez wigzanie
sideroforéw bakterii i ograniczanie ich wzrostu (Yang i wsp. 2002). Natomiast MMP-9
jest biatkiem rozktadajagcym macierz zewnatrzkomérkowa (ang. extracellular matrix,
ECM). Prowadzi to do powstawania przestrzeni mi¢dzykomodrkowej oraz zmiany
aktywnos$ci substancji, w tym chemokin, cytokin, czynnikow wzrostu, ktére petnig
istotng role w kancerogenezie (Trojanek 2012). Kompleks NGAL z MMP-9 nasila jej
dziatanie proteolityczne, hamujac jednoczesnie inhibitor TIMP-1 (ang. tissue inhibitor
of metalloproteinases-1). Skutkiem tego jest wzrost miejscowej, jak i odlegtej produkc;ji
komorek nowotworowych (Yan i wsp. 2001). Lipokalina-2 moze wigc stuzy¢ jako
negatywny czynnik prognostyczny u pacjentow onkologicznych (Candido i wsp.2014).
NGAL nasila dziatanie MMP-9 réwniez w chorobach sercowo-naczyniowych.
Nadmierna aktywno$¢ metaloproteinazy moze prowadzi¢ do zakrzepéw poprzez
zwigkszanie niestabilnosci blaszki miazdzycowej (Cruz i wsp. 2012).

Lipokalina-2 w warunkach fizjologicznych ulega filtracji kigbuszkowej
i resorpcji zwrotnej w kanalikach proksymalnych nerek (Wroblewski 2011).
W warunkach fizjologicznych ekspresja NGAL pozostaje na niskim poziomie, wzrasta
natomiast w odpowiedzi na uszkodzenie komorek nabtonkowych (Virzi i wsp. 2013).
W zwigzku z tym ilos$¢ lipokaliny-2 w moczu pochodzi¢ moze ze zniszczonych
kanalikow 1 rzgdu oraz zaburzonego klirensu tego biatka. Okazuje si¢ jednak, ze
struktury nie biorace udziatu w wydalaniu NGAL roéwniez w wyniku uszkodzenia moga
indukowa¢ wytwarzanie tej lipokaliny. Frakcja NGAL w moczu jest zatem gtéwnie
wynikiem syntezy w nerkach (Schmidt-Ott i wsp. 2007). Stezenie lipokaliny zwigzanej
z zelatynazag neutrofilow w osoczu jest skutkiem produkcji tkankowej tego biatka
w odpowiedzi na uszkodzenie. Przyktadem tego zjawiska jest ostre uszkodzenie nerek
(ang. acute kidney injury, AKI) przebiegajace z uszkodzeniem innych narzadow, w tym
pluc oraz watroby. U pacjentow z AKI czestym powiklaniem jest rozwijajaca si¢
niewydolno$¢ oddechowa. Rokowania u pacjentow cierpigcych na oba te schorzenia sa
najgorsze wsrod wspotistnienia AKI z innymi chorobami (Faubel i Edelstein 2016).

Innym powiktaniem moze by¢ niewydolno$¢ watroby badz tez marskos¢ watroby, ktore
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réwniez wigza si¢ ze ztym rokowaniem (Jiang i wsp. 2018). Dodatkowo NGAL moze
by¢ uwalniany przez granulocyty obojetnochtonne jako biatko ostrej fazy.
W nastgpstwie AKI dochodzi takze do zmniejszenia filtracji ki¢buszkowej (ang.
glomerular filtration rate, GFR), co prowadzi do wzrostu NGAL (Grigoryev i wsp.
2008).

Poziom NGAL u pacjentow z AKI wzrasta we krwi i w moczu odpowiednio
300-krotnie (0,1-30 pg/ml) i 1000-krotnie (0,04-40 mg/ml) (Beker i wsp. 2018; Vaidya
i wsp. 2008). Oznaczenie poziomdéw zardwno sNGAL, jak i uNGAL moze umozliwic¢
wytypowanie 0s6b z wysokim ryzykiem wystapienia AKI (Albert i wsp. 2020).

NGAL moze by¢ markerem uszkodzenia nerek. W poréwnaniu do kreatyniny,
ktorej stezenie zwigksza sie po kilkunastu godzinach od zniszczenia komorek
nerkowych, jego wzrost zarowno w moczu, jak i osoczu mozna zaobserwowac juz po
okoto dwoch godzinach (Peczek 1 Nowicki 2017). Obecnie upatruje si¢ takze
potencjalnej roli tego biatka w procesic monitorowania pacjentdw po przeszczepie
nerki. NGAL moze stuzy¢ do oceny stanu graftu juz po kilku godzinach od
przeszczepu. Op6zniona funkcja przeszczepu (ang. delayed graft function, DGF) to
zaburzenie wystepujace W wyniku zaburzen reperfuzyjnych w narzadzie po zabiegu.
Rozwija si¢ u okoto 25% biorcow nerek (Bataille i wsp. 2011). U pacjentow, u ktoérych
wystapi DGF czestym powiklaniem jest utrata przeszczepu po roku lub dwodch od
przeszczepu (Choi i wsp. 2013). Stezenie UNGAL u biorcéw nerki kilka dni po
przeszczepie jest nizsze u pacjentdow, u ktorych nie wystepowaly zaburzenia
reperfuzyjne. Dodatkowo wykazano, ze spadek poziomu tego biatka w trzeciej dobie po
zabiegu jest dobrym czynnikiem predykcyjnym czynnos$ci nerek po miesigcu od
przeszczepu (Kanter i wsp. 2013). Oznaczenie poziomu NGAL w moczu w potaczeniu
z innymi markerami moze by¢ pomocne we wczesne] ocenie funkcji nerek
w pierwszym tygodniu po przeszczepieniu (Capelli i wsp. 2017). NGAL w moczu moze
by¢ biomarkerem w rozpoznaniu AKI po przeszczepieniu nerki. Poziom uNGAL moze
by¢ wyzszy u biorcow z AKI w poroéwnaniu z pacjentami, u ktérych nie stwierdzono
AKI, a jego poziom wzrasta u biorcow do dwoch godzin po operacji (Rostami i wsp.
2013). sSNGAL jest rowniez przydatne w diagnostyce ostrego uszkodzenia nerek
U pacjentow po przeszczepie (Pezeshgi i wsp. 2016). U dzieci poziom NGAL
w surowicy i moczu w pierwszych tygodniach po przeszczepieniu nerki moze by¢
indukowany nie tylko przez uszkodzenie narzadu, ale takze moze by¢ wywotane

stosowaniem lekow, w tym bifosfonianow, cefalosporyny oraz cisplatyny (Rahimzadeh
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I wsp. 2012). Istotny wzrost stezenia SNGAL w pierwszym dniu po przeszczepieniu
narzadu wystgpuje rowniez u pacjentow z niezgodnoscia w ukladzie HLA z dawca,
u ktorych odrzucanie graftu pojawito si¢ w ciggu miesigca. Swoistos¢ i czuto$¢ tego
markera wynosita okoto 60-70% (Field i wsp. 2014). Dodatkowo uNGAL jest bardzo
czulym markerem ostrej dysfunkcji alloprzeszczepu po transplantacji nerki od zywego
dawcy (Kohei i wsp. 2013). Ponadto, oznaczanie poziomu NGAL w moczu moze by¢
parametrem roznicujgcym o0stre odrzucanie przeszczepu od innych przyczyn AKI
(Heyne i wsp. 2012). Badania prowadzone u biorcéw nerki ze stabilng funkcja graftu
rok po przeszczepie wykazaty, ze uNGAL, SNGAL i NGAL/kreatynina moga stuzy¢ do
oszacowania zmiany funkcji przeszczepu nerki (Kielar i wsp. 2020).

1.2.2. Czasteczka-1 uszkodzenia nerek (ang. kidney injury molecule 1, KIM-1)

Czasteczka-1 uszkodzenia nerek jest rowniez nazywana receptorem wirusa
zapalenia watroby typu A (ang. Hepatitis A Virus Cellular Receptor 1, HAVCR1) oraz
immunoglobuling T-komoérkowag i domeng mucyny 1 (TIM-1) (Ichimura i wsp.1998).
Jest to glikoproteina  transmembranowa typu 1, zawierajaca domeng
immunoglobulinopodobng z szeScioma czgsteczkami cysteiny oraz domen¢ mucynowg
w obszarze zewngtrzkomorkowym (Ryc. 5). KIM-1/HAVCR/TIM-1 jest biatkiem
o ci¢zarze wynoszacym okoto 104 kD (Lim i wsp. 2013).
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Ryc. 5. Struktura czasteczki-1 uszkodzenia nerek (KIM-1). Na rycinie oznaczono: Ig-
like Dm, domene immunoglobulinowa; N-gly, miejsce N-glikozylacji; MucinDm,
domeng mucynowa, MMP, metaloproteinazg, CytDm, domeng cytoplazmatyczng oraz
Tyr-P, miejsce P-tyrozyny (Tanase i wsp. 2019)

Gen dla tego biatka zlokalizowany jest na chromosomie 5g33.2 (Medi¢ 2015).
KIM-1 ulega ekspresji w nerkach, watrobie i $ledzionie (Song i wsp. 2019). W zdrowej
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tkance nerek poziom ekspresji KIM-1 jest bardzo niski lub niewykrywalny, ponadto
biatko to niewykrywalne jest takze w moczu (Matyszko i wsp. 2010; Sabbisettii wsp.
2014). Badania wykazaly, ze KIM-1 pelni roézne role za posrednictwem celdw
molekularnych w chorobach immunologicznych i uszkodzeniu nerek (Song i wsp.
2019).

KIM-1 jest uwalniany na szczytowej powierzchni blony komoérek nabtonka
kanalikow proksymalnych nerki zwlaszcza w segmencie S3 w odpowiedzi na
niedotlenienie lub uszkodzenie kanalikow nerkowych (Han i wsp. 2002). Jego
zewnatrzkomoérkowa domena jest odlaczana przez metaloproteinazy i wydzielana do
moczu. To zewnatrzkomorkowa ektodomena KIM-1 stanowi iloSciowy marker
uszkodzenia nerek (Marchewka i Ptonka 2013).

KIM-1 reguluje wydzielanie cytokin przez komoérki kanalikow proksymalnych,
hamuje zmiany translacyjne poprzez szlak czynnika jadrowego transkrypcyjnego (ang.
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-xB) i interakcj¢ z podjednostka
kinazy fosfatydyloinozytolu 3 PI3 p85 (Brooks i Bonventre 2015). W mechanizmie
tym, czgs¢ zewnatrzkomorkowa KIM-1 jest odiaczana od reszty glikoproteiny za
posrednictwem bialek z rodziny metaloproteinaz i transportowana do moczu (Bonventre
2009). W zwigzku z tym uwaza si¢, ze KIM-1 moze by¢ wykorzystywana
w diagnostyce chorob nerek (Wasung i wsp. 2015). Wedlug Europejskiej Agencji
Lekow (ang. European Medicines Agency, EMA) i Amerykanskiego Urzedu ds.
Zywnoéci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration, FDA) biatko to zostalo uznane
biomarkerem uszkodzenia nerek po zazywaniu lekow nefrotoksycznych (Dieterle i wsp.
2010; Sabissetti i wsp. 2014). Podobnie jak w przypadku NGAL, KIM-1 pojawia si¢
w moczu po okolo 24-48 godzinach po wuszkodzeniu przez rdézne czynniki
nefrotoksyczne (El-Attar i wsp. 2017). Stezenie tej glikoproteiny moze zwigkszaé sig
zanim pojawig si¢ zmiany w Szacowanym wspotczynniku filtracji kigbuszkowej (ang.
estimated glomerular filtration rate, eGFR) i zapowiada¢ tym samym uszkodzenie
nerek (Rysz i wsp. 2017). Ponadto, stezenie KIM-1 w osoczu (pKIM-1) jest dobrym
czynnikiem predykcyjnym uposledzonej funkcji nerek u pacjentow z cukrzyca typu 1
bez biatkomoczu (Nowak i wsp. 2016). Natomiast u pacjentow z rozpoznang cukrzyca
typu 2 stezenie KIM-1 w surowicy (SKIM-1) silniej koreluje z poziomem ¢GFR niz
stezenie KIM-1 w moczu (UKIM-1) (Gohdai wsp. 2020). Dodatkowo, stezenie UKIM-1
moze by¢ stosowane jako wczesny, czuly wskaznik AKI u pacjentow z oparzeniami

réznego stopnia (Ren i wsp.2015).
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Na podstawie przegladu danych zawartych w publikacjach naukowych
opublikowanych w latach 2000-2007 dotyczacych wiarygodnosci biomarkerow
oznaczanych w surowicy i moczu, a wykorzystywanych do diagnostyki stabilnej lub
wczesnego AKI stwierdzono, ze uKIM-1 moze by¢ wykorzystywane do diagnostyki
roéznicujacej martwice kanalikow nerkowych z innymi schorzeniami uszkodzenia nerek
(Coca i wsp. 2008). Rowniez u pacjentow z przewlekta chorobg nerek (ang. chronic
kidney disease, CKD) pKIM-1 jest czynnikiem ryzyka progresji schylkowej
niewydolnosci nerek (ang. end-stage renal disease, ESRD) (Alderson i wsp. 2016).
Stwierdzono, ze w przypadku AKI, KIM-1 wykazuje dziatania profagocytujace, co
powoduje niszczenie komorek zapalnych i zmniejszanie ognisk zapalenia. Odwrotnie
jest w przypadku CKD, gdyz bialko to nasila stan zapalny i1 apoptoze komorek
nerkowych (Song i wsp. 2019). Wykazano, ze pKIM-1 koreluje ze spadkiem eGFR
I ryzkiem wystgpienia przewlektej choroby nerek (Schulz i wsp. 2020). Jednak
U pacjentow z ostrym uszkodzeniem nerek lub CKD stwierdzono, ze KIM-1 nie jest
dobrym biomarkerem w diagnostyce chorob nerek, w poréwnaniu do standardowo
oznaczanych parametrow — Kreatyniny i mocznika. Parametry te sa najlepszymi
wskazniki niewydolnosci narzadu, poniewaz ich doktadnos¢ rosnie w miarg¢ pogarszania
si¢ funkcji graftu (Sinkala i wsp. 2017).

Czasteczka-1 uszkodzenia nerek jest rowniez markerem odrzucania przeszczepu
(Waanders i wsp. 2010). Stwierdzono, ze SKIM-1 moze by¢ parametrem dla
przewidywania wczesnego odrzucania przeszczepu nerki oraz réwnolegle oznaczenie
sKIM-1 i OPN istotnie zwicksza skutecznos¢ przewidywania tego procesu (Jin i wsp.
2013). Dodatkowo oznaczenie mMRNA KIM-1 zaréwno w moczu, jak i w surowicy
moze by¢ wykorzystywane do monitorowania biorcdw po przeszczepie nerki, co moze
przyczyni¢ si¢ do wczesniejszego zdiagnozowania odrzucania narzadu, gtownie typu
ostrego oraz przewlektej dysfunkcji przeszczepu (Shahbaz i wsp. 2017). Ponadto,
stezenie KIM-1 w moczu jest niezaleznym czynnikiem utraty przeszczepu przez biorce

w okresie dluzszym niz 12 miesigcy od zabiegu (van Timmeren i wsp. 2007).
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1.2.3. Chemokina 10 z motywem C-X-C (ang. C-X-C motif chemokine ligand 10,
CXCL-10)

CXCL-10 znane réwniez jako biatko-10 indukowane interferonem-y (ang. IFN-
gamma-inducible protein 10, IP-10) jest chemoking nalezacg do podrodziny CXC
(Neville i wsp. 1997). Wyrézniono cztery podrodziny tych chemokin: CXC, CC, C
1 CX3C (Ztotnik i Yoshie 2000).

CXC zbudowana jest z dwoch cystein potozonych na N-koncach oddzielonych
od siebie pojedynczym aminokwasem, ktéry moze by¢ zmienny, co odroznia ja od
innych podrodzin chemokin, w ktorej aminokwasy te znajdujg si¢ obok siebie (Ryc. 6)
(Rollins i wsp. 1997). Chemokiny sg z reguty matymi czasteczkami o masie mi¢dzy 7
a 15 kD (Palomino i Marti 2015). Gen dla tego biatka zlokalizowany jest na

chromosomie 4 (Liu i wsp. 2011).

L. L.

Ryc. 6. Struktura krystaliczna chemokiny 10 z motywem C-X-C (CXCL-10) (wedtug

https://www.ebi.ac.uk)

Stezenie CXCL-10 w surowicy powinno wynosi¢ od 42 do 269 pg/ml (Toiyama
I wsp. 2012). Wydzielanie CXCL-10 przez leukocyty, neutrofile, eozynofilie,
monocyty, komorki nablonka, $rodbtonka i zrgbu oraz keratynocyty odbywa sie
w odpowiedzi na szereg czynnikow prozapalnych, gtownie interferon-y (IFN-y) (Liu
i wsp. 2011; Luster i wsp. 1987). Bialko to jest modulatorem angiogenezy miedzy
innymi w trakcie procesu gojenia si¢ ran, niedokrwieniu i procesach nowotworowych
(Gotsch i wsp. 2007). CXCL-10 jest wydzielany przez leukocyty po przeszczepie nerki
i jest markerem stanu zapalnego. Czutos¢ i swoistos¢ oznaczania CXCL-10 w moczu
(UCXCL-10) przewyzsza czuto$¢ i swoistos¢ st¢zenia kreatyniny w surowicy (Schaub

I wsp.2009).
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CXCL-10 aktywuje chemokiny receptora CXC 3 wystgpujace na powierzchni
wielu komoérek, w tym NK, limfocytéw T pomocniczych, makrofagow oraz komorek
dendrytycznych (Liu i wsp. 2011). Gtéwng funkcjg CXCL-10 jest udziat w chemotaksji
(Hughes i Nibbs 2018). Bialko to jest zaangazowane rowniez w powstawanie
niektorych choréb, w tym choroby Gravesa-Basedowa i autoimmunologicznego
zapalenia tarczycy (Antonelli i wsp. 2004). CXCL-10 ma duzy wplyw na wystepowanie
zmian sercowo-naczyniowych, w tym zespotow wiencowych i miazdzycy (Libby 2002;
Mach i wsp. 1999). Chemokiny z podrodziny CXC wykazuja takze dziatanie pro-
I antyangiogenne prowadzac do powstawanie nowotworéw, glownie czerniaka
(Belperio i wsp. 2000). Ponadto CXCL-10 jest inhibitorem angiogenezy, w zwigzku
z tym dziata antynowotworowo (Yates-Binder i wsp. 2012).

W zwiazku z rola CXCL-10 w organizmie stwierdzono, ze moze by¢
wykorzystywany do nieinwazyjnej diagnostyki chorob nerek. Oznaczenie stezenia tej
chemokiny moze by¢ pomocne w diagnostyce wczesnego ostrego uszkodzenia nerek
u pacjentdw, w tym rowniez spowodowanego czynnikami niezaleznymi od ukladu
immunologicznego (Watson i wsp. 2019). CXCL-10 jest bardzo czulym markerem
w wykrywaniu zapalenia nerek w przebiegu tocznia rumieniowatego uktadowego (ang.
systemic lupus erythematosus, SLE) (Marie i wsp. 2014). Dodatkowo, chemokina ta jest
wykorzystywana do monitorowania leczenia u pacjentéw z SLE (Reyes-Thomas i wsp.
2011).

W wielu osrodkach naukowych prowadzone sg badania dotyczace roli CXCL-10
w odrzucaniu przeszczepu allogenicznego nerki (Merhi i wsp. 2015). Oznaczenie
stezenie CXCL-10 w moczu umozliwia rozpoznanie i1 monitorowanie pacjentow
z ostrym, komorkowym typem odrzucania przeszczepionej nerki i koreluje
z osoczowym stezeniem kreatyniny (Ciftci i wsp. 2019). Monitorowanie stezenia
CXCL-10 i kreatyniny w moczu, a nastepnie wyliczenie stosunku tych dwoch
parametrow moze okresla¢ ryzyko zwigzane z odrzucaniem przeszczepu zaleznego od
przeciwcial (Rabant i wsp. 2015). Ponadto, stosunek CXCL-10 do kreatyniny u dzieci
jest dobrym biomarkerem odrzucania ostrego komorkowego. Stezenie chemokiny
CXCL-10 moze by¢ réwniez czynnikiem predykcyjnym rozwoju ostrego odrzucenia
o typie komérkowym. Stwierdzono, ze wyniki tych parametrow wyprzedzajg wyniki
oceny z badania histopatologicznego bioptatu nerki o kilka dni (Matz i wsp. 2006).
Dodatkowo, oznaczanie mRNA CXCL-10 w moczu stanowi idealny biomarker

odrzucania przeszczepu i wykazuje 100% czuto$¢, co zostalo potwierdzone w badaniu
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histopatologicznym bioptatoéw przeszczepionych nerek (Tatapudi i wsp. 2004).
Udowodniono, ze nalezatoby oznacza¢ poziom tej chemokiny przed przeszczepem,
poniewaz wysokie st¢zenie CXCL-10 w surowicy przed przeszczepem moze oznaczaé
wysokie ryzyko ciezkiego odrzucenia i niewydolnosci przeszczepu (Rotondi i wsp.
2004). Zostato to potwierdzone innymi badaniami, w ktoérych wykazano, ze poziom
CXCL-10 w surowicy przed przeszczepem wigkszy niz 150 pg/ml predysponuje do
cigzkich w skutkach odrzucen przeszczepu (Lazzerii wsp. 2005). Ponadto stezenie
UCXCL-10 moze wzrasta¢ w ostrym odrzucaniu przeszczepu oraz zakazeniu
wywotanym wirusem BK, jednak niemozliwe jest na jej podstawie zroznicowanie tych
schorzen (Jackson i wsp. 2011). Wykazano takze, ze stezenie CXCL-10 we Kkrwi
I moczu moze rosngé wraz z replikacja wirusa BK i wystgpieniem nefropatii

w przebiegu zakazenia tym patogenem (Weseslindtner i wsp.2020).

1.2.4. Osteopontyna (ang. osteopontin, OPN)

Osteopontyna nazywana jest rowniez sialoproteing kostng 1 (ang. Bone sialo
protein 1, BSP-1), wydzielang fosfoproteing 1 (ang. secreted phosphoprotein-1, SPP-1)
i wczesng aktywacjg limfocytow T 1 (ang. early T lymphocyte activation protein 1,
ETA-1) (Wai i wsp. 2004). Jest to biatko macierzy pozakomorkowej (~35 kD)
zbudowane z tancucha polipeptydowego o dlugosci 314 aminokwasdw, zawierajace
sekwencje arginina-glicyna-asparagina, ktora wigze integryne (Ryc. 7) (Christensen
I wsp. 2005; Young i wsp. 1990).
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Osteopontyna jest kodowana przez jedna kopi¢ genu znajdujacego si¢ na
ludzkim chromosomie 4(4913) (Gothlin i wsp. 2020). Ekspresj¢ OPN obserwuje si¢
w r6znych tkankach i1 komodrkach, w tym w osteocytach, komoérkach nabtonka
jelitowego, nerek i ukladu odporno$ciowego, w tym makrofagach, komorkach
dendrytycznych i limfocytach T (Brown i wsp. 1992; Reza i wsp. 2013).

U zdrowych oséb stezenie osteopontyny w surowicy powinno wynosié
okoto 23,56 ng/ml (Al-Zoubi i wsp. 2017). W moczu st¢zenic OPN u kobiet i mezczyzn
wynosi odpowiednio okoto 3,0 i 4,0 ng/ml (Icer i wsp. 2018).

OPN bierze udziat w réznych procesach fizjologicznych i patofizjologicznych,
w tym przebudowie tkanek i kosci, zapaleniu, przezywalno$ci komoérek, miazdzycy
i uszkodzeniu nerek (Bruemmer i wsp. 2003; Denhardt i wsp. 2001; Giachelli i Steitz
2000; Lorenzen i wsp. 2010). Jej gtownym zadaniem jest wigzanie osteoklastow do
kosci (Reinholt 1 wsp. 1990). Dodatkowo wplywa na regulacje uktadu
immunologicznego, dziatajac na zasadzie podobnej do dziatania cytokin (Higashi i wsp.
2015). Stwierdzono, ze biatko to pelni znaczaca role w powstawaniu chorob
przewlektych o charakterze zapalnym (Kahles i wsp. 2014), a takze moze przyczynia¢
si¢ do rozwoju zmian nowotworowych (Zhao i wsp. 2018).

W nerkach OPN jest produkowana w dystalnej czeSci nefronu (Hudkins 1 wsp.
1999). Prawdopodobne przyczynia si¢ do powstawania i tworzenia $wiatla naczyn
w nerkach (Rogers i wsp. 1997). Uwaza si¢, ze OPN ogranicza powstawanie kamieni
nerkowych (Hoyer i wsp. 1995). Badania wykazaty takze udziat OPN w powstawaniu
zmian w nerkach charakterystycznych dla nefropatii cukrzycowej (Nicholas
I wsp. 2010). Dodatkowo, wzrost ekspresji tego biatka jest czynnikiem predykcyjnym
w raku pecherza moczowego (Wong i wsp. 2017).

Oznaczenie OPN wraz z anhydrazg weglanowag IX 1 biatkiem C-reaktywnym
jest dobrym biomarkerem w raku nerkowokomorkowym (Sim i wsp. 2012).
Osteopontyna odgrywa takze wazng role zar6wno w chorobach uktadu sercowo-
naczyniowego, jak i nerek oraz moze wskazywac na pogorszenie si¢ funkcji nerek
w CKD. Natomiast na podstawie osoczowego stezenia OPN mozna szacowaé ryzyko
zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych (Feldreich i wsp. 2017). U pacjentow
z ostrym uszkodzeniem nerek zaobserwowano wzrost st¢zenia OPN, ktore bylo
czynnikiem predykcyjnym $miertelnosci u cigzko chorych pacjentdow z powodu tej
choroby w ciggu czterech tygodni (Lorenzen i wsp. 2011). U noworodkéw stezenie

OPN w moczu jest takze dobrym biomarkerem w wykrywaniu AKI, podobnie jak
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NGAL i KIM-1 (Askenazi i wsp. 2012). Ponadto u pacjentow z AKI poddanych
leczeniu nerkozastgpczemu wykazano, ze stezenie OPN w osoczu moze korelowac
z ciezkoscig przebiegu choroby (Varalakshmi i wsp.2020).

Osteopotyna wydaje si¢ by¢ takze dobrym biomarkerem w odrzucaniu
przeszczepu nerki ze wzgledu na jej istotng rolg w procesie zapalenia (Castello i wsp.
2017). Zaobserwowano wzrost ekspresji cewkowej OPN (ligand CD44) u biorcéw, co
potwierdzity wyniki badan histopatologicznych biopatu nerki. Stwierdzono, ze biatko to
moze bra¢ udzial w rozwoju odrzutu przeszczepu nerki, wzmagajac naplyw monocytow
(Rouschop i wsp. 2006). Ponadto wykazano wzrost poziomu OPN w bioptatach
pochodzacych z alloprzeszczepu nerki z ostrym odrzucaniem (Alchi i wsp. 2005).

Poziom OPN w ptynach ustrojowych, zwlaszcza w osoczu, pozwala przewidzie¢
1 oceni¢ nasilenie ACR u biorcow przeszczepu nerki. Wyniki badan diagnostycznych
pokrywaja si¢ ze zmianami widocznymi w obrazie histopatologicznym bioptatu
pobranego od pacjentow w tym samym czasie (Wang i wsp. 2013). Ponadto stg¢zenie
OPN moze rowniez wzrasta¢ w przebiegu choroby przeszczep przeciw gospodarzowi
(ang. graft-versus-host disease, GVHD), kiedy to komorki odpornosciowe dawcy

atakujg organizm biorcy (Zhao i wsp. 2011).

1.2.5. Cystatyna C (ang. cystatin C, Cys C)

Cystatyna C jest endogennym inhibitorem proteazy (~13,4 kD) nalezacym do
superrodziny cystatyn hamujacych gtownie katepsyny L, B i H (Cimerman i wsp. 1999;
Murty i wsp. 2013). Zbudowana jest ze 120 aminokwasoéw tworzacych tancuch

polipeptydowy (Ryc. 8) (Madero i wsp. 2006).
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Ryc. 8. Modele ludzkiego monomeru hCC z wybranymi B-niciami, pgtlami a-helisy
I L1, L2 (a) i dimeru (b) cystatyny C (Rodziewicz-Motowidto i wsp. 2006; Koradi
I wsp. 1996)

Gen dla tego biatka zlokalizowany jest na chromosomie 20 (Mares i wsp. 2003).
Cys C odgrywa wazng rolg w wewnatrzkomoérkowym katabolizmie biatek
1 peptydow. Produkowana jest przez komorki jadrzaste na statym poziomie 1 wystepuje
we wszystkich plynach ustrojowych w organizmie (Kyhse-Andersen i wsp. 1994,
Mussap i Plebani 2004). Zakres wartosci referencyjnych u zdrowych oséb powinien
miesci¢ si¢ W przedziale miedzy 0,72 a 1,06 mg/1 (Odden i wsp. 2010). Stezenie Cys C
moze ulec zmianie u pacjentéw z chorobami tarczycy oraz przyjmujacych duze dawki
glikokortykosteroidow (Fricker i wsp. 2003; Risch i wsp. 2001).

Biatko to jest swobodnie filtrowane w kiebuszkach nerkowych, ulega resorpcji
zwrotnej, a nastepnie jest katabolizowane w kanalikach nerkowych (Jensen i wsp.
2017). U zdrowych oséb Cys C nie jest wydalana z moczem (Uchida i Gotoh 2002).
W przypadku uszkodzenia kanalikow nerkowych procesy te sa zaburzone i dochodzi do
pojawienia si¢ cystatyny w moczu (Szirmay 1 wsp. 2018). Polokres trwania Cys C
w osoczu wynosi 1,5 godziny (Sjostrom i wsp. 2004). W przeciwienstwie do
kreatyniny, stezenie Cys C w organizmie nie zalezy od pici, wieku oraz masy
migsniowej (Chew i wsp. 2008). Dlatego tez Cys C w surowicy jest uwazana przez
wielu naukowcow za lepszy marker do szacowania dynamiki zmian GFR niz kreatynina
(Dharnidharka i wsp. 2002). U pacjentéw z przewlekta postacig wirusowego zapalenia
watroby typu B stwierdzono, ze cystatyna C moze by¢ wskaznikiem rozwijajacych si¢
zaburzen czynno$ciowych nerki (Zheng i wsp. 2020). Stezenie tego biatka jest takze

przydatnym czynnikiem do diagnozowania AKI, wzrastajacym przed zmianami
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kreatyniny (Nejat i wsp. 2010). Szacuje si¢, ze wyprzedza wzrost stezenia kreatyniny
o dwa dni u pacjentoéw w zaawansowanym stadium uszkodzenia nerek (Spahillari i wsp.
2012). Badanie Cys C w surowicy pozwala na diagnozowanie AKI, jednak nie ma
wartos$ci jako marker roznicujacy AKI z przewlekta chorobg nerek (Soto i wsp. 2010).
Dodatkowo, oznaczanie Cys C moze stuzy¢ do wczesnego rozpoznania i rokowania
w przypadku ostrej niewydolnosci nerek wywotanej kontrastem (Briguori i wsp. 2010).
Kreatynina oraz Cys C w surowicy jest dobrym markerem funkcji nerek u pacjentow
z ostrg niewydolnoscia, zwlaszcza u tych z pogarszajaca sie ich funkcja (Tarif i wsp.
2008). Na podstawie danych z dost¢pnych elektronicznych baz zauwazono, ze Cys C
jest wystarczajacym czynnikiem predykcyjnym do wykrywania AKI u dzieci
(Nakhjawan-Shahraki i wsp. 2017). Cystatyna C jest takze czuly markerem w bardzo
cigzkim, ostrym uszkodzeniu nerek u dzieci, jednak tylko wtedy, gdy jej stezenie
oznaczone jest w ciggu doby od rozpoczecia hospitalizacji (Safdar i wsp. 2016).
Cystatyna C jest takze markerem odrzucania allogenicznego nerki. Jako
dodatkowy parametr diagnostyczny w ocenie funkcji przeszczepionego narzadu marker
ten moze by¢ przydatny w dobraniu odpowiedniego leczenia immunosupresyjnego
(Krishnamurthy i wsp. 2011). Zmiany GFR, ktore sa konsekwencja pogarszajacej si¢
czynnosci graftu, a co za tym idzie zwigkszonym ryzykiem odrzucenia przeszczepu
moga zosta¢ wykryte przez oznaczenie st¢zenia cystatyny C, ktora w 14 dniu po
przeszczepie przewyzsza czulo$¢ i swoisto$¢ kreatyniny (Taghizadeh-Afshari i wsp.
2017). Dodatkowo upatruje si¢ roli cystatyny C w ocenie toksycznych skutkow leczenia

(Le Bricon i wsp. 1999).

1.2.6. Bialko wigzace retinol 4 (ang. retinol-binding protein 4, RBP-4)

Biatko wigzace retinol 4 nalezy do nadrodziny lipokalin. Syntetyzowane jest
gltownie w watrobie, jednak zrodiem tego biatka sa réwniez adipocyty (Flower 1996).
Gen kodujacy to biatko znajduje si¢ na chromosomie 10 (Yanjing i wsp. 2022). RBP-4
zbudowane jest z pojedynczego tancucha polipeptydowego o masie czgsteczkowej
wynoszacej 21 kD (Ryc. 9) (Steinhoff i wsp. 2021).

29


about:blank

Ryc. 9. Struktura biatka wigzacego retinol 4 (Esnouf 1997)

Prawidlowe stezenie RBP-4 w surowicy krwi waha si¢ miedzy 40 a 60 pg/ml
(Blaner 1989). Natomiast w moczu poziom RBP-4 (URBP-4) nie powinien przekraczac
0,5 mg/l (Dati i wsp. 1996). Poziom tego biatka w moczu jest stabilny w okreslonym
pH wynoszacym 4,5, nie zalezy od pitci i wieku badanych (Monaco i wsp. 1995).

Do gtéwnych zadah RBP-4 nalezy transport witaminy A (retinolu), zatem nalezy
do biatek nosnikowych (Kanai i wsp. 1968). Znaczna cze$¢ kompleksu RBP-retinol
krazy we krwi w polgczeniu z transtyretyng (ang. transthyretin, TTR), co istotnie
zapobiega filtracji kigbuszkowej 1 utrzymuje stezenie RBP-4 w krazeniu (Hamilton
1 Benson 2001). Okoto 4-5% krazy w postaci niezwigzanej powodujac przedostawanie
si¢ RBP-4 przez barier¢ kigbuszkowa, ponowne wchianianie, a nast¢gpnie roztozenie
w kanalikach proksymalnych nerek przy udziale megaliny (Christensen i wsp. 1999).
Bialko wiazace retinol 4 moze rdéwniez przyczynia¢é si¢ do powstawania
insulinoopornos$ci poprzez wptyw na uktad odpornosciowy i regulacje stanu zapalnego
w tkance tluszczowej (Moraes-Vieira i wsp. 2014). Dodatkowo poziom RBP-4 jest
wyzszy u pacjentow z chorobami zapalnymi jelit (Karaskova i wsp. 2022).
Podwyzszone stezenie RBP-4 w surowicy obserwowano takze u oséb z chorobami
sercowo-naczyniowymi, w tym miazdzycg, nadci$nieniem tetniczym 1 choroba
wiencowa (Gao i wsp. 2016).

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci RBP-4 moze by¢ biomarkerem uszkodzenia
kanalikow 1 kiebuszkow nerkowych w przebiegu réznych choréb (Domingos 1 wsp.
2016). Wykazano, ze obok transferryny oraz adiponektyny w moczu i glikoproteiny

cynkowej alfa 2 w surowicy URBP-4 ma wysoka czulos¢ w wykrywaniu
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mikroalbuminurii  we wczesnym stadium nefropatii cukrzycowej u pacjentow
z rozpoznang cukrzyca typu 2 (Kamel i wsp. 2022). Wzrost wydalania biatek o niskiej
masie czasteczkowej z moczem, w tym RBP-4, moze wskazywac stopien zwidknienia
srodmigzszowego w przebiegu przewlektej choroby nerek (Pallet i wsp. 2014). Réwniez
stezenie RBP-4 w surowicy moze by¢ biomarkerem, a jego warto$¢ istotnie wzrasta
u pacjentow z CKD (Xiong i wsp. 2021). Ponadto stwierdzono, ze stezenie RBP-4
W moczu wzrasta proporcjonalnie do progresji uszkodzenia nerek w przebiegu
nefropatii IgA (Shen i wsp. 2021). Z kolei stosunek st¢zenia RBP w moczu i kreatyniny
moze stuzy¢ jako marker prognostyczny zniszczenia nerek w przebiegu amyloidozy
oraz by¢ narzedziem diagnostycznym w ocenie stratyfikacji ryzyka u pacjentow
przyjmujacych chemioterapi¢ cytotoksyczng (Rezk i wsp. 2021).

Biatko wigzace retinol 4 moze takze by¢ przydatne w ocenie funkcji nerki po
przeszczepie. Wykazano, ze st¢zenie RBP-4 w moczu koreluje z czynnos$cig nerek po
transplantacji oraz moze stuzy¢ do oceny prognostycznej szybkiego pogorszenia funkcji
graftu (Jeon i wsp. 2022). Stwierdzono rowniez, ze poziom biatka wigzacego retinol 4
w moczu moze by¢ podwyzszony u osob z prawidlowym stezeniem kreatyniny
w pierwszych trzech miesigcach po przeszczepieniu i prognozowac pogorszenie
czynnos$ci nerki po roku od transplantacji (Hosaka i wsp. 2003). uRBP-4 jest rowniez
nieinwazyjnym parametrem do obserwacji klinicznej pacjentow z glomerulopatia po
przeszczepie nerek obok biatkomoczu, upo$ledzenia czynnosci nerek, plci meskiej
I wirusowego zapalenia watroby typu C. Jest takze predykatorem postepujacego
zaburzenia funkcji graftu (Li 1 wsp. 2018). Zauwazono, ze zwigkszone stezenie RBP-4
W moczu u pacjentoéw z prawidtowa funkcja nerek moze wyprzedza¢ rozpoznanie
przewlektej nefropatii przeszczepu nawet o dwa lata. Umozliwia to wdrozenie leczenia
zanim nastgpi uszkodzenie graftu (Camara i wsp. 2004). uRBP-4 moze by¢ takze
wskaznikiem zwigzanym z dlugoterminowa utratg przeszczepu i wzrasta¢ pomimo
prawidlowej morfologii graftu u pacjentow po transplantacji (de Matosi i wsp. 2010).
Zauwazono, ze wysoki poziom uRBP-4 u o0s6b zakazonych CMV z uszkodzeniem
kanalikéw nerkowych wskazuje na gorsza funkcje nerki przeszczepionej niz u tej same;j
grupy pacjentow, u ktérych stezenie tego markera byto prawidtowe (Requido-Moura
i wsp. 2018).
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1.2.7. Jelitowy czynnik trefoilowy 3 (ang. trefoil factor 3, TFF3)

Jelitowy czynnik trefoilowy 3 (TFF3) nalezy do rodziny ludzkich czynnikéw
trefoilowych, obok peptydow TFF1 i TFF2 (Ryc. 10) (Thim i May 2005).

(\ﬁ TFF1 extracellular ROS/RNS scavenger
¢ intracellular protein foldin
% % e C‘.ooooooocoo P 9

|
SH

TFF2 binding to MUC6
inner gastric mucus layer

(\ TFF3 innate immune defense
C

b 00 pathogen attachment
..\i_c\cwc\w r....!

Ryc. 10. Tréjlistna struktura z wigzaniami dwusiarczkowymi prototypowych peptydow
z rodziny ludzkich czynnikow trefoilowych (TFF1, TFF2 i TFF3). Reszty cysteiny (C)

zaznaczono na zielono (Hoffmann 2020)

Nazwa czynnik koniczyny 3 pochodzi od budowy tego biatka. Jedna lub kilka
domen aminokwasowych (38 lub 39), w ktorych sze$¢ reszt cysteinowych tworzy trzy
wigzania disulfidowe, uktada si¢ w charakterystyczng trdjlistng koniczyne (Thim 1997).
TFF3 moze wystgpowaé w formie monomerycznej (6,7 kD) oraz dimerycznej (13,1 kD)
(Thim i wsp. 1995).

Gen kodujacy TFF3 zlokalizowany jest na chromosomie 21q22.3 (Chinery
1 wsp. 1996). Wedlug Ishibash i wsp. (2017) stezenie TFF3 w surowicy u oséb
zdrowych wynosi okoto 5,0 ng/ml. Biatko to wydzielane jest glownie przez komorki
Sluzowe jelita cienkiego i grubego (Podolsky i wsp. 1993). Dzigki temu moze ono
pehi¢ role biomarkera we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego i dobrze koreluje
z poziomem biatka ostrej fazy (Nakov 2019). TFF3 jest réwniez wydzielany przez
komorki nerwowe 1 reguluje procesy odpowiedzialnie za pamig¢ oraz nauk¢ (Arnold
1 wsp. 2016). Peptyd ten wykazuje dzialanie neuroprotekcyjne, poniewaz wygasza
czynno$¢ kaspazy-3, ktéra niszczy komorki mikrogleju (Liu i wsp. 2013). TFF3 pelni

takze funkcje antyapoptotyczne i proproliferacyjne, dlatego uwaza si¢, ze przyczynia si¢
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do progresji guzow litych (Diao i wsp. 2017). Dodatkowo jelitowy czynnik trefoilowy 3
moze wpltywaé na przerzuty komorek nowotworowych w tkankach nabtonkowych
(Meyer i wsp. 2006). Wptyw na zdolnoSci regeneracyjne blony Sluzowej sprawia, ze
trwajg proby wykorzystania TFF3 w terapii (Taupin i Podolsky 2003).

TFF3 moze stanowi¢ biomarker u pacjentoéw z uszkodzeniem nerek (George
I wsp. 2020). Wyniki badan dowodza, ze w surowicy pacjentow z CKD st¢zenie
jelitowego czynnika trefoilowego 3 jest znacznie wyzsze niz w grupie kontrolne;j.
Dodatkowo wykazano, ze poziom tego biatka jest wyzszy u pacjentow z CKD niz
u 0s6b z innymi chorobami cywilizacyjnymi (Du i wsp. 2013). Stezenie TFF3 rosnie
takze w moczu pacjentow z poglebiajaca si¢ przewlekla choroba nerek, a w polaczeniu
z wystepowaniem mikroalbuminurii biatko to moze by¢ czynnikiem prognostycznym
gorszego rokowania (Yamanari i wsp. 2018).

FDA i EMA uznala oznaczanie st¢zenia TFF3 w moczu za swoisty i czuly
biomarker do monitorowania polekowego uszkodzenia nerek (Griffin i wsp. 2019).
W badaniach modelowych prowadzonych na szczurach zauwazono, ze stezenie TFF3
spadalo w przypadku neurotoksycznos$ci, natomiast u ludzi stezenie tego biatka rosto
(Wadey i wsp. 2014, George i wsp. 2017). TFF3 byt takze analizowany jako marker
procesu autoimmunizacyjnego. Yan 1 wsp. (2020) zauwazyli, ze st¢zenie TFF3
w osoczu bylo wyzsze u pacjentdw z toczniowym zapaleniem nerek niz u oséb
z toczniem rumieniowatym uktadowym przebiegajacym bez zajecia nerek. Dodatkowo
stwierdzono, Ze poziom tego biatka moze odzwierciedla¢ stan kliniczny nerek w SLE.
Wyniki badan dowodzg takze, ze st¢zenie TFF3 moze wzrasta¢ u dzieci z wrodzonymi
wadami nerek 1 drog moczowych oraz by¢ czynnikiem prognostycznym pogarszajacej
sie funkcji tego narzadu (Anand i wsp. 2021).

Rola TFF3 jako markera odrzucania przeszczepu nerki nie zostala jeszcze
doktadnie poznana. Badania wykazaty wysokie stezenie tego biatka natychmiast po

przeszczepie, a nastepnie spadek, niezaleznie od obecno$ci DGF (Endre 2014).

1.2.8. Klusteryna (ang. clusterin, CLU)

Klusteryna znana rowniez jako apolipoproteina J (ang. apolipoprotein J, apo J)
jest glikozylowanym biatkiem zbudowanym z dwoch tancuchéw — a i B, potaczonych
wigzaniami dwusiarczkowymi (Ryc. 11) (de Silva i wsp. 1990). U cztowieka wystepuje

w dwoch izoformach. Typ wydzielniczy, o masie wynoszacej okoto 80 kD majacy za
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zadanie usuwanie resztek powstatych po procesie apoptozy oraz typ jadrowy o masie 50
kD odpowiedzialny za naprawg DNA (Shannan i wsp.2006).

Ryec. 11. Struktura klusteryny (https://www.sinobiological.com/resource/clusterin/

proteins)

Gen kodujacy klusteryng zlokalizowany jest na 8 chromosomie (Pajak
i Orzechowski 2006). CLU bierze wudziat w szlakach apoptotycznych
I antyapoptotycznych, wystepuje w wielu narzadach, w tym w nerkach (Han i wsp.
2012; Rosenberg i Silkensen 1995). Wykrywana jest we wszystkich ptynach
biologicznych w organizmie ludzkim (Jenne i Tschopp 1992). Fizjologiczne st¢zenie
CLU w surowicy wynosi od 35 do 105 pg/ml, natomiast w ptynie mozgowo-
rdzeniowym stezenie to jest duzo nizsze 1 waha si¢ miedzy 1,2-3,6 pg/ml (Murphy
i wsp. 1988). W moczu 0s6b zdrowych stezenie CLU powinno wynosi¢ okoto 7,0 ug/ml
(Ghiggeri i wsp. 2002). Biatko to bierze udziat w wielu procesach biologicznych, w tym
w dystrybucji lipidow oraz regulacji dopetniacza (McDonald i wsp. 1997; Yang i wsp.
2015). Ponadto dziatanie CLU jest analogiczne do dziatania rodziny biatek szoku
cieplnego, bedacymi biatkami opiekunczymi, biorgcych udzial w ponownym
i prawidlowym fatdowaniu protein po wystapieniu czynnika stresogennego (Poon i wsp.
2000). W nerkach CLU wystepuje w kanalikach nerkowych, gdzie ma dziatanie
antyapoptotyczne 1 posredniczy w ochronie komorek, gospodarce lipidow, przylaczaniu
i agregacji komoérek (Rosenberg i Silkensen 1995).

Klusteryna jest biatkiem, ktorego wzmozona ekspresja jest wykrywana
w stanach patologicznych (Park i wsp. 2018). Wzrost stezenia CLU stwierdzono

u pacjentow z chorobami nerek (Fritz i Murphy 1993). Liczne badania wykazaly, ze
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biatko to odktada si¢ w kiebuszkach nerkowych w postaci ztogow wraz z elementami
dopetniacza (French i wsp. 1992). Obnizony poziom CLU wplywa negatywnie na
funkcj¢ nerek w uszkodzeniach niedokrwienno-reperfuzyjnych predysponujgcych do
wystgpienia przewleklej niewydolnosci tego narzadu (Guo i wsp. 2016). Dodatkowo
w przypadku niedoboru CLU dochodzi do zniszczenia tkanek w obrebie nerki oraz
wzmozonej apoptozy komorek (Zhou i wsp. 2010). Z kolei wzrost CLU w moczu wraz
z albuminuriag moze by¢ niezaleznym markerem predykcyjnym postgpu cukrzycowe;j
choroby nerek u pacjentow z cukrzycg typu 2 (Kim i wsp. 2017). CLU dobrze
odzwierciedla stopien uszkodzenia kanalikoéw nerkowych w poczatkowej fazie choroby.
Ponadto oznaczanie st¢zenia CLU w moczu moze odrdznia¢ nefropati¢ cukrzycowg od
albuminurii u pacjentow z cukrzyca typu 2 (Zeng i wsp. 2017). Schlatzer i wsp. (2012)
stwierdzili, ze klusteryna moze stuzy¢ réwniez jako dobry marker w diagnostyce
cukrzycy typu 1. Natomiast inne badania wykazaty, ze oznaczanie CLU w osoczu
1 surowicy nie wprowadza istotnych zmian do rutynowej diagnostyki biatkomoczu
w chorobach nerek. W badaniach dotyczacych Klusteryny, kreatyniny i biatka
catkowitego nie stwierdzono przewagi ktorego$ z parametrow W diagnozowaniu
pacjentéw z nefropatig (Solichova i wsp. 2007). Natomiast u dzieci oznaczanie st¢zenia
CLU w moczu moze stanowi¢ uzyteczny, nieinwazyjny marker w diagnostyce
uszkodzenia nerek predysponujacego do schytkowej niewydolno$ci narzadu
w przebiegu tocznia rumieniowatego uktadowego (Wu i wsp. 2018). CLU moze
stanowi¢ takze marker uszkodzenia nerek u dzieci poddanych allogenicznemu
przeszczepowi komorek macierzystych (Musiat i wsp. 2020).

Rola CLU w konteksécie odrzucania przeszczepu nerki nie zostala jeszcze
doktadnie zbadana. U pacjentow po przeszczepie nerki stwierdzono, ze w przypadku
wystgpienia opdznionej funkcji graftu, CLU moze by¢ istotnym biomarkerem tego
mechanizmu, a jego st¢zenie wzrasta juz po czterech godzinach od zabiegu (Pianta
i wsp. 2015B).
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2. Hipotezy i cele badawcze

Gléwnym celem badawczym byta ocena biomarkeréw wykorzystywanych do

diagnostyki uszkodzenia nerek u pacjentéw po przeszczepie allogenicznym nerki.

Przystepujac do badan postawiono nast¢pujace hipotezy badawcze:

H1. Stezenia biomarkerow zmieniajg si¢ istotnie w czasie (dzien, pot roku i rok po
transplantacji);

H2. Stezenia biomarkeréw koreluja istotnie ze stezeniem kreatyniny w tym samym
punkcie czasowym;

H3. Wybor metody diagnostycznej wykorzystanej do diagnostyki uszkodzenia nerek
u pacjentow po przeszczepie allogenicznym nerki nie wptywa istotnie na warto$¢

ocenianych biomarkerow.

Weryfikacje hipotez przeprowadzono realizujgc nastepujace cele badawcze:

e okreSlenie warto$ci diagnostycznej markerow, w tym lipokaliny zwigzanej
z zelatynaza neutrofilow (NGAL), czasteczki-1 uszkodzenia nerek (KIM-1),
chemokiny 10 z motywem C-X-C (CXCL-10), osteopontyny (OPN), cystatyny C
(Cys C), biatka wigzacego retinol 4 (RBP-4), jelitowego czynnika trefoilowego 3
(TFF3) oraz klusteryny (CLU) u pacjentéw po przeszczepie allogenicznym nerki
objetych rocznym okresem monitorowania,

e porownanie wplywu metody na analizowane biomarkery oznaczane metoda ELISA
(ang. enzyme-linked immunosorbent assay) oraz metoda fluorymetrii przeptywowe;j
XMap Luminex;

e ustalenie czy stezenia badanych biomarkeréw W surowicy i w moczu sg uzaleznione
od czasu jaki uptynat od zabiegu przeszczepienia nerki;

e Uustalenie korelacji pomiedzy stezeniem badanych markerow u pacjentow po
przeszczepie allogenicznym nerki i kreatyning oraz biomarkerami i wartoscig eGFR

u grupy badanej.

Wyniki badan pozwolg odpowiedzie¢ na nastgpujace pytania:
1. Czy u pacjentéw po przeszczepie allogenicznym nerki dochodzi do zmian stezen
badanych biomarkerow, w tym NGAL, KIM-1, CXCL-10, OPN, Cys C, RBP-4,

TFF3 i CLU w surowicy/osoczu lub/i moczu?
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Czy istniejg istotne réznice stezen badanych biomarkeréw w poréwnaniu z grupa
kontrolng?

Jak zmieniajg si¢ stezenia badanych biatek w osoczu i moczu pacjentow od razu po
przeszczepie nerek oraz po 6 1 12 miesigcach po zabiegu?

Czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy stgzeniem badanych biomarkeréw a poziomem
kreatyniny i eGFR?

Czy wybor metody diagnostycznej ma istotny wplyw na uzyskane warto$ci

biomarkerow?
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3. Material i metody
3.1. Charakterystyka grupy badanej

Badania prowadzone byly w okresie od 2018 do 2022 roku. Badaniami objeto
dorostych pacjentéw po transplantacji nerki z regionu poétnocno-zachodniej Polski. Byli
to pacjenci Poradni Transplantologicznej Samodzielnego Publicznego Szpitala
Klinicznego nr 2 PUM w Szczecinie. Kryterium wytaczenia do badan byt wiek biorcy
ponizej 18 r.z.

Grupa badana obejmowata 19 pacjentow, w tym 9 kobiet i 10 mg¢zczyzn
w wieku od 26 do 71 lat (srednia wieku badanych 51,9+12,1 lat). Od pacjentow
pobierano krew (w objetosci 7,5 ml) na czczo, w godzinach porannych, a takze mocz
(50 ml) w odstgpach czasowych wedlug schematu: 1 doba—6 miesigcy—12 miesigcy.
Lacznie w grupie badanej pobrano 57 probek krwi i 57 probek moczu (Tab. 1-2). Probki
pobierano w takich punktach czasowych celem okreslenia dynamiki zmian st¢zen
wybranych biomarkeréw w ocenie krétko i dlugoterminowej po przeszczepie.
Dodatkowo analogiczny materiat zostal pobrany jednorazowo takze od pigciu 0sob
zdrowych (trzech kobiet i dwoch mezczyzn) w wieku od 28 do 44 lat ($rednia wieku
badanych 32,6+6,6lat) bez chorob nerkopochodnych, ktore stanowily grupe kontrolng.
Lacznie w grupie kontrolnej pobrano pi¢¢ probek krwi i pigé probek moczu.
Szczegotowe zestawienie wynikow grupy badanej i grupy kontrolnej znajduje sig
w zataczniku 2 (Tabele Z1-Z5).

Na badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie (uchwata nr KB-0012/114/12). Kierownikiem projektu pt.
»Wplyw czynnikow immunologicznych i nieimmunologicznych na czas przezycia
allogenicznego graftu” byta dr hab. n. med. lwona Wojciechowska-Koszko (Zatacznik

3). Badania byly prowadzone zgodnie z Deklaracja Helsinska.
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Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej przed przeszczepem allogenicznym nerki, czgsé I (K, kobieta, M, me¢zczyzna)

K_od pleé poc!l/\(/:izeai tx Wwaga kreatynina eG_ FR lacélilgl ic;zas mocznik sod potas chlorki pprgg\l,yg?/llz\‘/
pacjenta (w latach) (w kg) (mg/dl) (ml/min/1,73) (w latach) (mg/dl)  (mmol/l)  (mmol/l)  (mmol/l) w klasie 19G

1 M 49 66 7,15 7 16 85,3 138 6,14 100 reaktywny
2 K 40 61 2,26 26 5 75,9 143 5,41 110 niereaktywny
3 K 58 80 2,71 19 2 97,9 137 4,9 98 reaktywny
4 M 55 72 4,31 14 2 41,8 142 5,05 98 reaktywny
5 M 50 82 7,35 8 0 196,5 143 5,54 111 reaktywny
6 K 63 71 3,86 12 1 84,2 136 6,61 101 -
7 M 60 80 7,28 3 98,6 140 4,1 100 -
8 M 54 91 13,32 3 123,1 138 6,53 96 reaktywny
9 M 36 105 7,15 1 90,8 139 4,86 103 -
10 K 71 68 3,30 13 0 121,4 142 4,6 102 reaktywny
11 K 57 68 5,40 8 3 73,1 1430 4,7 101 reaktywny
12 K 47 78 3,00 18 0 72,9 134 4,59 103 reaktywny
13 M 61 88 571 10 0 63,9 140 4,99 98 reaktywny
14 K 49 70 6,68 7 2 78,1 135 53 100 reaktywny
15 K 63 75 8,46 5 2 106,9 139 7,33 100 reaktywny
16 M 49 114 8,56 7 2 78 140 55 102 reaktywny
17 M 26 70 9,00 7 5 80,4 141 6,34 103 niereaktywny
18 M 67 76 5,12 11 5 64,4 140 4,6 100 reaktywny
19 K 31 73 3,48 17 1 32,9 138 4 99 reaktywny
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Tabela 2. Charakterystyka pacjentow z grupy badanej przed przeszczepem allogenicznym nerki, cze$¢ II (AM, $rednia arytmetyczna, SD,

odchylenie standardowe; Med., mediana; Min, warto$¢ minimalna; Max, warto$¢ maksymalna; Qq, dolny kwartyl; Qg, gorny kwartyl

wiek waga kreatynina eGFR laczny mocznik sod potas chlorki

podczas tx (kg) (mg/dl) (ml/min/1,73) czas dializ (mg/dl) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)

(w latach) (w latach)
AM+SD  51,90+12,06 78,32+13,33  6,01+2,77 11,0045,66  2,79+3,60 87,69+£34,86 207,1+296,1 5,32+0,90 101,3+3,76
Med 54,00 75,00 571 9,00 2,00 80,40 140,0 5,05 100,0
Min 26,00 61,00 2,26 4,00 0,0 32,90 134,0 4,00 96,00
Max 71,00 114,0 13,32 26,00 16,00 196,5 1430,0 7,33 111,0
Qu 47,00 70,00 3,48 7,00 1,00 72,90 138,0 4,60 99,00
Qg 61,00 82,00 7,35 14,00 3,00 98,60 142,0 6,14 103,0
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3.2.  Charakterystyka materialu

Probki krwi obwodowej pobrano na ,skrzep”, a nast¢pnie wirowano przy
obrotach 2000 rpm przez 5 min. Uzyskang surowice rozdzielono do probéwek po 500
ul, opisywano numerem kodowym, a nastgpnic mrozono i przechowywano
w temperaturze -20°C do czasu analiz.

Probki porannego moczu pobrane do jednorazowego pojemnika przelewano do
10 ml falkonu, a nast¢pnie wirowano przy obrotach 2000 rpm przez 20 min. Uzyskany
nasgcz znad osadu rozdzielono do probowek po 500 ul, opisywano numerem kodowym,
a nastepnie mrozono i przechowywano w temperaturze -20°C do czasu analiz.

Przygotowanie i przechowywanie probek byto zgodne z zaleceniami producenta
testow wykorzystywanych w badaniach (R&D Systems, USA).

3.3. Metody badawcze
3.3.1. Metoda xMap Luminex

Metoda xMap Luminex oparta jest na zasadzie fluorymetrii przeplywowe;j.
Probka materiatu biologicznego zostaje dodana do mieszaniny kodowanych kolorami
kulek, ktore powleczone sg przeciwcialami wychwytujacymi specyficzne dla siebie
rodzaje analizowanych w danym badaniu biomarkerow. W trakcie tego etapu
przeciwciala wychwytujace wigza si¢ z odpowiednimi rodzajami ocenianych
biomarkeréw. Nastgpnie dodane zostajg biotynylowane przeciwciata wykrywajace,
ktore wigza si¢ z wczesniej powstatymi na powierzchni kulek kompleksami i tworza
one tzw. kanapke (przeciwciato wychwytujace-biomarker—przeciwciato wykrywajace).
W nastepnej kolejnosci zaaplikowany zostaje barwnik (streptawidyna sprzgzona
z fikoerytryng), ktory wigze si¢ z biotynylowanymi przeciwcialami wykrywajacymi.
Odczyt nastgpuje za pomoca dwustrumieniowego urzadzenia do wykrywania przepltywu
— LabScan100 (Luminex Corporation, Austin, USA). Jeden z laseréw tego urzadzenia
klasyfikuje kulkg¢ i1 okresla wykrywany biomarker, natomiast drugi okresla wielkos¢
sygnatu pochodzacego z fikoerytryny, ktory jest wprost proporcjonalny do iloSci
zwigzanego analitu.

Do analizy wykorzystano zestaw zawierajacy mieszaning magnetycznych kulek
pokrytych przeciwciatami skierowanymi przeciwko NGAL, KIM-1, CXCL-10, OPN,
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Cys C, TFF3, RBP-4 i CLU. Przed przystapieniem do badan ogrzano wszystkie
odczynniki oraz probki badane do temperatury pokojowej. Nastepnie przygotowano
odpowiednie rozcienczenia surowicy i moczu, W przypadku markeréw Cys C, CLU
i RBP-4 surowicg rozcienczono 4000-krotnie, a NGAL, KIM-1, CXCL-10, OPN, TFF3
10-krotnie. W przypadku moczu dla wszystkich badanych biomarkerow wymagane
bylo rozcienczenie 10-krotne. Nastepnie wykonano seri¢ rozcienczen standardu
zawierajacego przeciwciata przeciwko biomarkerom tworzac krzywa kalibracyjng. Do
studzienek (Ryc. 12) dodano po 50 upl standardow oraz rozcienczonych probek.
Nastgpnie dodano po 50 ul mieszaniny kulek magnetycznych pokrytych przeciwciatami
i zaklejono folig, po czym inkubowano przez dwie godziny w temperaturze pokojowej
na wytrzasarce (800 rpm). Po tym czasie ptytke umieszczono na magnesie na jedng
minute (Ryc. 13), powoduje to opadanie kulek na dno studzienek. Nastepnie usunigto
nadsgcz i dodano po 100 ul buforu ptuczacego do studzienek, a ptytki ponownie
umieszczono na magnesie na jedng minutg. Czynno$¢ tg powtorzono 3-krotnie.
W dalszej kolejnosci dodano po 50 pl mieszaniny biotynylowanych przeciwciat
wykrywajacych, zaklejono folig i inkubowano przez godzing W temperaturze pokojowej
na wytrzasarce (800 rpm). Po tym czasie wykonano 3-krotne ptukanie na magnesie,
a nastgpnie do kazdej studzienki dodano 50 pl barwnika streptawidyny sprzezonej
z fikoerytryna, ktory nalezy chroni¢ przed $wiatlem. Plytki zaklejono folig
i inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej na wytrzasarce (800 rpm).
W dalszej kolejnosci wykonano 3-krotne plukanie na magnesie i dodano po 100 pl
buforu pluczacego do studzienek. Nastepnie inkubowano dwie minuty w temperaturze
pokojowej na wytrzasarce (800 rpm). Odczytu plytki dokonano na aparacie LabScan100
(Ryc. 14).

Parametry ustawione do odczytu plytki na aparacie LabScanl100 byty
nastepujace:

1. objetos¢ probki pobieranej: 50 pl,
2. rodzaj kulek: magnetyczne,

3. bramkowanie: 8000 — 16 500,
4

. wybranie odpowiednich regionow:
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Biomarker Region

NGAL 27
KIM-1 26
CXCL-10 25
OPN 28
CysC 19
RBP-4 29
TFF3 30
CLU 20

5. obliczanie: 50/region,

6. forma wynikow: stgzenia

Ryc. 12. Ptytka 96-dotkowa do analizy metoda Luminex
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Ryc. 13. Plytka 96-dotkowa do analizy metoda Luminex umieszczona na magnesie

Ryc. 14. Stanowisko do odczytu testow wykonanych metodg Luminex (od lewej

pompa, aparat LABScan 100 i komputer z oprogramowaniem do odczytu)

3.3.2. Metoda ELISA

Zestaw diagnostyczny zawiera 96-dotkowa mikroptytke, w ktorej kazdy dotek
optaszczony jest przeciwcialem wychwytujacym analizowany w  materiale
biologicznym biomarker. W pierwszym etapie inkubacji do dotkéw dodaje si¢
odpowiednio kalibratory oraz probki badane. Na tym etapie analizy obecny w badanym

materiale biomarker zostaje zwigzany z przeciwcialem wykrywajacym znajdujacym si¢
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w dotkach. Nastepnie do kazdego dotka zostaje dodane przeciwcialo wykrywajace
znakowane peroksydaza chrzanowa (HRP), ktére zostaje zwigzane z powstalym
wczesniej kompleksem biomarker—przeciwciato wykrywajace. W dalszej kolejnosci do
studzienek zostaje dodany roztwor substratu tetrametylobenzydyny (TMB).
Intensywnos$¢ niebieskiego zabarwienia, ktore pojawi si¢ po dodaniu TMB jest wprost
proporcjonalne do ilosci ocenianego analitu obecnego w analizowanej probce.
W koncowym etapie inkubacji dodany zostaje roztwor hamujacy reakcje (ang. Stop
Solution), ktory spowoduje zmiang zabarwienia w dotkach z niebieskiego na zotty (Ryc.
15). Odczyt wynikow nastepuje poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 450nm.
Do analizy wykorzystano osobne testy zawierajace 96 dotkowa plytke
z oplaszczonymi przeciwciatami monoklonalnymi lub poliklonalnymi swoistymi dla
oznaczanego w danym tescie biomarkera. Przed przystgpieniem do testu ogrzewano
odczynniki oraz probki badane do temperatury pokojowej. W nastgpnej kolejnosci
przygotowano odpowiednie rozcienczenia surowicy i moczu (Tab. 3). Nastgpnie
wykonywano seri¢ rozcienczen standardu zawierajacego dany rekombinowany ludzki
biomarker tworzac krzywa kalibracyjng. We wszystkich testach wymagane bylo
dodanie do pustych studzienek odczynnika zawierajacego substancje konserwujace.
Nastepnie do dotkéw dodawano po 50 pl a w przypadku CXCL-10 dla probek surowicy
i moczu odpowiednio 75 i 150 pl, natomiast RBP-4 20 pl, standardow oraz
rozcienczonych probek do studzienek. Ptytke zaklejano folig i inkubowano:
e dwie godziny w temperaturze pokojowej w celu oznaczenia KIM-1 w moczu,
CXCL-10i OPN,
e dwie godziny w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce (500+50 rpm) w celu
oznaczenia KIM-1 w surowicy, CLU i TFF3,
e jedng godzing w temperaturze pokojowej na wytrzasarce (500 rpm) w celu
oznaczenia RBP-4,
e dwie godziny w temperaturze 2-8 C° w celu oznaczenia NGAL,
e trzy godziny w temperaturze 2-8 C° w celu oznaczenia Cys C.
Po tym czasie ptytke plukano trzykrotnie buforem pluczacym (400 pl)
z wykorzystaniem automatycznej ptuczki (Biochrom Ltd., Cambridge, Wielka Brytania)
(Ryc. 15A), a nastepnie dodawano do dotkow koniugat zawierajagcy monoklonalne
(NGAL, Cys C, CLU, RBP-4) lub poliklonalne (KIM-1 w surowicy, KIM-1 w moczu,
CXCL-10, OPN, TFF3) przeciwciata specyficzne wzgledem danego biomarkera (200
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ul). Przeciwciata wykorzystywane do oznaczenia NGAL i Cys C byly uprzednio

schtodzone. Ptytki zaklejano folig i ponownie inkubowano:

dwie godziny w temperaturze pokojowej (KIM-1 w moczu, CXCL-10, OPN),

dwie godziny w temperaturze pokojowej na wytrzasarce (500+50 rpm) (KIM-1
w surowicy, CLU i TFF3),

jedng godzing w temperaturze pokojowej na wytrzasarce (500 rpm) (RBP-4),

dwie godziny w temperaturze 2-8 C° (NGAL)

godzing w temperaturze 2-8 C° (Cys C).

Nastepnie ptytke trzykrotnie przeptukiwano jak uprzednio i dodawano 200 pl substratu

TMB, a nastgpnie inkubowano przez 30 min. w zaciemnionym miejscu w temperaturze

pokojowej (Ryc. 16A). Po tym czasie dodawano roztwor hamujacy reakcje w objetosci

50 pl i mieszano pipeta az do zmiany zabarwienia z niebieskiej na z6itg (Ryc.16B). Do

odczytu wyniku wykorzystano aparat AsysExpert 96 Microplate (Biochrom Ltd.,

Cambridge, Wielka Brytania) (Ryc. 15B). Odczyt nastgpowal w ciggu 30 min. od

wykonania testu przy dlugosci fali 450 nm przy 4 punktowej krzywej standardowe;.

Ryc. 15. Automatyczna pluczka do ptukania testow ELISA (A) i czytnik do odczytu
testow ELISA (B)

46



3855@35

$8855528522
6868686880
106968606 8es

=

Ryc. 16. Zmiana zabarwienia w studzienkach po dodaniu substratu (A) i po dodaniu

roztworu hamujacego reakcje (B)
Oznaczenia w zaleznosci od rodzaju biomarkera zostaly wykonane

I zinterpretowane zgodnie z zaleceniami producenta (R&D Systems, USA). Jednostki,

zakres oraz wrazliwo$¢ testow zostaly zestawione w tabeli 4.
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Tabela 3. Rozcieniczenia biomarkeréw wykorzystane w prezentowanych badaniach

w testach ELISA

rozcienczenie surowicy

Biomarker lub osocza* rozcienczenie moczu
NGAL 20-krotne brak

KIM-1 w surowicy brak -

KIM-1 w moczu - brak
CXCL-10 brak brak

OPN 25-krotne* brak

CysC 30-krotne brak

RBP-4 1000-krotne 5-krotne

TFF3 50-krotne 200-krotne
CLuU 2000-krotne 4-krotne
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Tabela 4. Jednostki, zakres oraz wrazliwos¢ biomarkerow wykorzystane w prezentowanych badaniach w testach ELISA i Luminex (R&d
Systems, USA)

Rodzaj testu

Biomarker ELISA Luminex
jednostki zakres testu wrazliwo$¢ jednostki zakres testu wrazliwos¢
NGAL ng/mi 0,2-10,0 0,04 pg/mi 49,50- 36,10 63,10
KIML W surowicy pg/ml 10,9-700,0 3,63 150.0- 116.0 16,30
W moczu ng/ml 0,2-10,0 0,05

CXCL-10 pg/mi 7,8-500,0 4,46 4,27- 3,11 0,69
OPN ng/mi 0,3-20,0 0,02 405,0- 295,5 247,0
CysC ng/ml 3,1-100,0 0,23 664,0- 483,8 57,10
RBP-4 ng/ml 1,6-100,0 0,63 65,00- 47,40 124,0
TFF3 pg/mi 39,0- 2,50 13,10 15,10- 11,00 11,50
CLU ng/mi 3,1-200,0 1,05 664,0- 483,8 64,30

49



3.4. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikéw wykonano z wykorzystaniem programu Statistica
13.3 (Statistica PL, StatSoft). Zbadano rozktad danych za pomocg testu Shapiro-Wilka
z uwzglednieniem podzialu na grupy badang i kontrolng oraz oddzielnie dla warto$ci
zmiennych uzyskanych w pierwszym dniu (A), po po6t roku (B) i rok po (C)
przeszczepie nerki. Oceniane zmienne cechowat rozktad odbiegajacy od normalnego,
dlatego dane prezentowano w tabelach oraz na wykresach w postaci mediany, wartosci
minimalnej i maksymalnej oraz dolnego i gornego kwartyla, a testy wykorzystywane

w analizach byly nieparametryczne.

4. Wyniki

4.1.  WartoS$ci biomarkerow oznaczonych metodami ELISA i Luminex

W tabelach 5 i 6 przedstawiono stgzenia biomarkeréw 0znaczonych w surowicy
1 moczu pacjentow dzien, pot roku i1 rok po przeszczepieniu nerek, natomiast w tabeli
7 przedstawiono dane dotyczace stezenia badanych biomarkeréw w grupie kontrolne;.
Przedstawiono mediany oraz kwartyl dolny i kwartyl gorny.

Do poréwnania stezen biomarkeréow uzyskanych z wykorzystaniem metod
ELISA i Luminex zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya. Por6wnanie
wykonano pomigdzy st¢zeniami uzyskanymi u pacjentow w grupie badanej odrgbnie
dla pobrania materialu w pierwszym dniu (A), po pot roku (B) 1 rok po przeszczepie
nerki (C) oraz grupy kontrolnej. W tabeli 8 i 9 przedstawiono analize poréwnawcza

stezen markerdw oznaczonych metodg ELISA i Luminex.
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Tabela 5. Stezenie biomarkerow w surowicy/osoczu lub moczu badanych pacjentow pobranych dzien, pot i rok po przeszczepie nerek

ocenianych z wykorzystaniem metody ELISA (Med., mediana; Qq, dolny kwartyl; Qg, gorny kwartyl)

Czas po przeszczepieniu nerek

: Dzien Pét roku Rok
Biomarker ]
surowica/osocze* mocz surowica/osocze* mocz surowica/osocze* mocz
Med (Qd-Qq) Med. (Qd-Qq) Med. (Qd-Qo) Med. (Qd-Qg) Med. (Qd-Qq) Med. (Qd-Qq)
NGAL 294.,6 17,41 66,98 5,32 119,3 4,25
(w ng/ml) (234,8-332,5) (6,49-23,55) (32,62-146,0) (2,61-12,10) (64,14-145,0) (3,36-10,28)
KIM-1 203,1 pg/ml 1,42 ng/ml 233,4 pg/mi 0,47 ng/ml 194,3 pg/ml 0,30 ng/ml
(114,7-430,7) (0,63-1,88) (160,3-327,1) (0,22-1,17) (136,2-266,5) (0,11-1,00)
CXCL-10 126,0 51,35 156,6 16,80 153,0 14,80
(w pg/ml) (84,39-227,3) (15,78-134,88) (103,0-318,0) (11,86-47,06) (124,2-400,5) (6,74-33,08)
OPN 174,6* 1349 84,65* 169,2 72,48* 163,0
(w ng/ml) (114,4-242,6) (47,80-348,05) (74,95-163,1) (73,85-446,4) (48,90-110,3) (87,63-573,5)
CysC 3110 135,6 1602 18,69 1653 11,04
(w ng/ml) (2681,4-4665) (18,47-185,7) (1215-2248) (3,91-29,96) (1104-2418) (4,37-47,50)
RBP-4 79,66 62,52 63,10 14,79 56,94 26,65
(w mg/l) (66,46-98,12) (43,47-85,69) (56,32-70,99) (2,75-91,14) (42,38-81,36) (1,23-78,52)
TFF3 63,65 210,4 15,73 106,5 16,22 95,16
(w ng/ml) (31,51-82,58) (66,62-273,9) (12,76-24,89) (43,38-268,1) (10,54-20,94) (54,80-290,8)
CLU 423,3 ng/ml 11,88 ng/ml 353,9 ng/ml 5,26 ng/ml 371,4 ng/ml 3,68 ng/ml
(310,3-538,7) (4,63-261,2) (323,0-445,4) (2,17-66,47) (300,7-422,9) (2,00-19,66)
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Tabela 6. Stezenie biomarkerow w surowicy/osoczu lub moczu badanych pacjentow pobranych dzien, pot i rok po przeszczepie nerek

ocenianych z wykorzystaniem metody metoda Luminex (Med., mediana; Qqg, dolny kwartyl; Qg, gorny kwartyl)

Czas po przeszczepieniu nerek

Biomarker Pot roku
surowica mocz surowica mocz surowica mocz
Med. (Qd-Qq) Med. (Qd-Qq) Med. (Qd-Qq) Med. (Qd-Qqg) Med. (Qd-Qq) Med. (Qd-Qg)
NGAL 231,7 81,64 68,90 15,13 158,6 10,83
(w ng/ml) (134,7-325,6) (19,18-225,0) (52,8-206,7) (7,46-39,82) (66,65-212,3) (5,58-87,66)
KIM-1 272,3 pg/ml 0,27 ng/ml 272,3 pg/mi 0,15 ng/ml 222,3 pg/ml 0,15 ng/ml
(207,3-344,6) (0,21-0,34) (209,3-423,8) (0,10-0,22) (207,3-344,6) (0,10-0,27)
CXCL-10 138,4 83,28 203,4 29,89 121,9 34,59
(w pg/ml) (80,76-230,7) (29,85-218,3) (67,94-255,5) (19,90-43,44) (75,27-298,4) (13,04-51,33)
OPN 127,4 176,3 85,07 215,31 63,97 195,9
(w ng/ml) (97,94-174,4) (85,10-328,2) (56,56-132,3) (99,63-349,5) (33,23-86,39) (77,53-673,8)
CysC 4036 136,5 1984 30,19 2153 27,96
(w ng/ml) (2963-5553) (48,82-179,5) (1760-2655) (10,23-65,63) (1288-2848) (6,11-69,06)
RBP-4 60,59 0,79 40,53 0,36 32,17 0,29
(w mg/l) (26,60-103,1) (0,52-0,92) (21,64-58,23) (0,05-0,63) (17,46-61,40) (0,05-0,71)
TFF3 9,79 35,39 3,52 34,90 4,87 39,11
(w ng/ml) (8,24-21,46) (14,85-72,29) (2,71-6,78) (16,13-76,40) (2,76-6,97) (19,64-83,27)
CLU 494,2 ug/ml 119,1 ng/ml 328,5 pug/ml 7,54 ng/ml 289,9 pg/ml 10,05 ng/ml
(285,5-632,1) (42,55-410,6) (248,0-459,0) (3,6-89,12) (197,1-425,9) (3,37-24,58)
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Tabela 7. Stezenie biomarkerow W surowicy/0soczu i moczu pacjentow z grupy kontrolnej oceniane metodg ELISA 1 Luminex (Med., mediana;

Qu, dolny kwartyl; Qg, gorny kwartyl)

Metoda ELISA

Metoda Luminex

Biomarker . .
surowica/osocze* mocz surowica mocz
Med. Qd-Qq) Med. (Qd-Qg) Med. (Qd-Qg) Med. (Qd-Qg)
NGAL 47,12 1,79 94,03 2,14
(w ng/ml) (42,26-49,12) (1,26-2,66) (91,88-104,0) (1,86-3,92)
KIM-1 33,50 pg/ml 0,03 ng/ml 128,3 pg/ml 0,06 ng/ml
(18,10-38,38) (0,01-0,04) (72,25-144,6) (0,03-0,08)
CXCL-10 88,61 17,74 75,75 9,61
(w pg/ml) (68,12-90,03) (15,46-21,58) (65,27-90,57) (9,61-16,48)
OPN 47,53* 280,9 55,42 188,0
(w ng/ml) (38,13-56,90) (205,4-309,1) (24,16-58,80) (169,0-336,7)
CysC 721,7 9,36 1372 59,30
(w ng/ml) (690,5-758,1) (3,24-13,52) (1189-1590) (37,00-60,70)
RBP-4 51,62 16,38 12,00 0,02
(w mg/l) (30,29-75,21) (12,37-26,42) (9,10-13,58) (0,01-0,04)
TFF3 7,84 89,26 3,18 31,95
(w ng/ml) (6,11-8,17) (79,72-90,78) (2,10-3,86) (23,88-37,78)
CLU 230,5 pg/ml 2,55 ng/ml 215,1 pg/ml 0,09 ng/ml
(204,7-307,1) (2,48-4,87) (194,3-348,0) (0,09-0,18)
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Stwierdzono istotng rdéznicg w stezeniu biomarkerow 0znaczonych w surowicy —
NGAL (p=0,001), KIM-1 (p=0,001), Cys C (p=0,001), RBP-4 (p=0,039), TFF3
(p=0,001) i CLU (p=0,033), osoczu — OPN (p=0,001) oraz moczu — NGAL (p=0,002),
KIM-1 (p=0,001), Cys C (p=0,007) i RBP-4 (p=0,010) pobranych w pierwszym dniu po
przeszczepie u pacjentow w poréwnaniu do grupy kontrolnej oznaczonych metoda
ELISA. Po pét roku po przeszczepie istotne roznice wykazano w surowicy — KIM-1
(p=0,001), CXCL-10 (p=0,033), Cys C (p=0,001) i TFF3 (p=0,009), osoczu — OPN
(p=0,004) oraz moczu — NGAL (p=0,039) i KIM-1 (p=0,002). Natomiast po roku po
przeszczepieniu podobne zalezno$ci wykazano w surowicy — NGAL (p=0,028), KIM-1
(p=0,002), CXCL-10 (p=0,002), Cys C (p=0,001) i TFF3 (p=0,013) oraz moczu — KIM-
1 (p=0,002).
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Tabela 8. Porownanie warto$ci biomarkerow w surowicy i moczu pacjentow grupy badanej w réznym czasie od przeszczepu nerki i grupy
kontrolnej uzyskanych z wykorzystaniem metody ELISA (GB, grupa badana; GK, grupa kontrolna; A, pierwszy dzien po przeszczepie nerki; B,
po pot roku po przeszczepie nerki; C, rok po przeszczepie nerki; U, wartos¢ testu Manna-Whitneya dla grup o malej liczebnosci; p, poziom

istotnosci p=0,05)

Metoda ELISA

A B C

Zmienna Suma  Suma U Manna- Suma  Suma  UManna-  Suma  Suma U Manna-

rang rang Whitneya rang rang Whitneya rang rang Whitneya

GB GK U p GB GK U p GB GK U p
NGAL w surowicy 285 15 0 0,001 254 46 31 0,255 269 31 16 0,028
NGAL w moczu 281 19 4 0,002 267 33 18 0,039 263 36 21 0,070
KIM-1 w surowicy 283 17 2 0,001 285 15 0 0,001 282 18 3 0,002
KIM-1 w moczu 285 15 0 0,001 281 19 4 0,002 282 18 3 0,002
CXCL-10 w surowicy 260 40 25 0,118 268 32 17 0,033 281 19 4 0,002
CXCL-10 w moczu 261 39 24 0,102 238 62 47 1,000 234 66 44 0,831
OPN w osoczu 284 16 1 0,001 279 21 6 0,004 263 37 22 0,076
OPN w moczu 220 81 29 0,214 227 73 37 0,477 230 70 40 0,619
Cys C w surowicy 285 15 0 0,001 285 15 0 0,001 285 15 0 0,001
Cys C w moczu 276 24 9 0,007 247 53 38 0,522 247 53 38 0,522
RBP-4 w surowicy 267 33 18 0,039 251 49 34 0,355 246 54 39 0,570
RBP-4 w moczu 274 26 11 0,010 238 62 47 1,000 242 58 43 0,776
TFF3 w surowicy 284 16 1 0,001 275 25 10 0,009 273 27 12 0,013
TFF3 w moczu 256 44 29 0,201 239 61 46 0,943 243 57 42 0,722
CLU w surowicy 268 32 17 0,033 264 36 21 0,065 262 38 23 0,088
CLU w moczu 263 37 22 0,076 248 52 37 0,477 241 59 44 0,831
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Stwierdzono istotng roznic¢ w stezeniu biomarkeréw oznaczonych w surowicy —
NGAL (p=0,010), KIM-1 (p=0,001), OPN (p=0,001), Cys C (p=0,004), RBP-4
(p=0,001) i TFF3 (p=0,004) oraz moczu — NGAL (p=0,001), KIM-1 (p=0,003), CXCL-
10 (p=0,014), RBP-4 (p=0,001) i CLU (p=0,001) pobranych w pierwszym dniu po
przeszczepie u pacjentow w poréwnaniu do grupy kontrolnej oznaczonych metoda
Luminex. Po pét roku po przeszczepie istotne réznice wykazano w surowicy — KIM-1
(p=0,001), OPN (p=0,023), Cys C (p=0,013) i RBP-4 (p=0,001) oraz moczu — NGAL
(p=0,023), KIM-1 (p=0,023), CXCL-10 (p=0,047), RBP-4 (p=0,007) i CLU (p=0,001).
Natomiast po roku po przeszczepieniu podobne zaleznosci wykazano
w surowicy — KIM-1 (p=0,001) Cys C (p=0,039) i RBP-4 (p=0,007) oraz moczu —
KIM-1 (p=0,013), RBP-4 (p=0,028) i CLU (p=0,001).
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Tabela 9. Poré6wnanie warto$ci biomarkerow w surowicy i moczu pacjentow grupy badanej w réoznym czasie od przeszczepu nerki i grupy
kontrolnej uzyskanych z wykorzystaniem metody Luminex (A, pierwszy dzien po przeszczepie nerki; B, po pot roku po przeszczepie nerki; C,

rok po przeszczepie nerki; U, warto$¢ testu Manna-Whitneya dla grup o matej liczebno$ci; p, poziom istotnosci p=0,05)

Metoda Luminex

A B C

Zmienna Suma Suma U Manna- Suma Suma U Manna- Suma Suma U Manna-

rang rang Whitneya rang rang Whitneya rang rang Whitneya

GB GK U p GB GK U p GB GK U p
NGAL w surowicy 274 26 11 0,010 222 78 32 0,286 248 52 37 0,477
NGAL w moczu 283 17 2 0,001 270 30 15 0,023 261 39 24 0,102
KIM-1 w surowicy 284 16 1 0,001 285 16 1 0,001 284 16 1 0,001
KIM-1 w moczu 280 21 6 0,003 270 30 15 0,023 273 27 12 0,013
CXCL-10 w surowicy 265 36 21 0,060 261 40 25 0,110 263 38 23 0,082
CXCL-10 w moczu 273 28 13 0,014 266 34 19 0,047 256 45 30 0,214
OPN w surowicy 284 17 2 0,001 270 30 15 0,023 258 42 27 0,155
OPN w moczu 225 75 35 0,394 230 70 40 0,619 238 62 47 1,000
Cys C w surowicy 279 21 6 0,004 273 27 12 0,013 267 33 18 0,039
Cys C w moczu 262 38 23 0,088 221 79 31 0,255 225 75 35 0,394
RBP-4 w surowicy 285 15 0 0,001 283 17 2 0,001 276 24 9 0,007
RBP-4 w moczu 284 16 1 0,001 276 24 9 0,007 269 31 16 0,028
TFF3 w surowicy 279 21 6 0,004 253 47 32 0,286 258 42 27 0,155
TFF3 w moczu 242 58 43 0,776 239 61 46 0,943 246 54 39 0,570
CLU w surowicy 262 38 23 0,088 260 40 25 0,118 250 50 35 0,394
CLU w moczu 285 15 0 0,001 285 15 0 0,001 285 15 0 0,001
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4.2. Zmiany wartosci stezen biomarkeréow w czasie u pacjentow po przeszczepie

nerki

Z uwagi na rozklad danych odbiegajacy od normalnego do analizy zmiany
warto$ci stezenia badanych markeréw w czasie, w pierwszym dniu (A), po p6t roku (B)
i rok po (C) przeszczepie nerki zastosowano nieparametryczny odpowiednik
jednoczynnikowej analizy wariancji dla powtarzalnych pomiaréw tj. test ANOVA
Friedmana.

Wykazano istotny wptyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na
warto$¢é NGAL w surowicy pacjentéw oceniang metoda ELISA (3?=25,68; p<0,0001)
(Tab. 10). Zaobserwowano spadek o okoto 70% wartosci NGAL w surowicy pacjentow
pot roku i1 rok po przeszczepie w porownaniu do warto$ci tego biomarkera w pierwszym
dniu po przeszczepie nerki (p<0,05). Ponadto analiza wartosci wspotczynnika Kendalla
wykazata zgodno$¢ wykonanych trzech pomiaréw NGAL w surowicy ocenianych
metoda ELISA (0,68). Wykazano takze istotny wptyw czynnika czasu po wykonanym
przeszczepie nerki na wartoS¢ NGAL w moczu pacjentow oceniang metodag ELISA
(x>=15,58; p<0,0001). Zaobserwowano spadek o okoto 50% wartosci NGAL w moczu
pacjentow ocenianej pot roku i rok po przeszczepie nerki w poréwnaniu z wartoscia
oceniang w pierwszym dniu po przeszczepie (p<0,05). Analiza warto$ci wspotczynnika
Kendalla wykazata zgodno$¢ wykonanych trzech pomiarow NGAL w moczu pacjentow
ocenianych metodg ELISA (0,41). Podobne zalezno$ci zaobserwowano w przypadku
oznaczen wykonanych metoda fluorymetrii przeptywowej. Wykazano wptyw czasu na
wartoé¢ NGAL w surowicy oznaczang metoda Luminex (chi’=16,42; p<0,0001).
Stwierdzono spadek o okoto 40% wartosci NGAL w surowicy pacjentéw pol roku 1 rok
po przeszczepie w porownaniu do wartosci tego biomarkera uzyskanej w pierwszym
dniu po przeszczepie nerek (p<0,05). Analiza wspodtczynnika Kendalla wykazata
zgodnos¢ wszystkich trzech pomiar6w NGAL w surowicy ocenianych metodg Luminex
(0,43). Rowniez wykazano istotny wplyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie
nerki na wartoé§¢ NGAL w moczu oceniang metoda Luminex (x°=18,49; p<0,0001).
Zaobserwowano spadek o okoto 60% wartosci NGAL w moczu ocenianej pot roku i rok
po przeszczepie nerek w poréwnaniu z warto$ciami tego parametru uzyskanymi

w pierwszym dniu po przeszczepie (p<0,05). Dodatkowo analiza wartoSci
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wspotczynnika Kendalla wykazata zgodno$s¢ wykonanych trzech pomiarow NGAL

w moczu ocenianych metodg Luminex (0,49).

Tabela 10. Poréwnanie stezenia lipokaliny zwigzanej z zelatynaza neutrofilow (NGAL)
U pacjentow w réoznym czasie od przeszczepu nerki ocenianych w surowicy i moczu
metodg ELISA i Luminex [ng/ml] (AM, S$rednia arytmetyczna; SD, odchylenie
standardowe; A, pierwszy dzien po przeszczepie nerki; B, po pot roku po przeszczepie
nerki; C, rok po przeszczepie nerki; *poziom istotnosci p=0,05). W wynikach testow
post-hoc przedstawiono zmiang $rednich stezen biomarkera pomigdzy pomiarem A, B
e

Wyniki testow

post-hoc ANOVA  Wspélezynnik

Material Czas AM SD Czas

Friedmana zgodnos$ci Kendalla

A B
test ELISA
A 276,2 85,07 1,47*
. ¥?=25,68
surowica B 92,63 7055 147* 0,68
p<0,0001
C 1065 50,81 1,37* 0,11
A 1468 7,62 1,05*
¥?= 15,58
mocz B 7,85 6,47 1,05 0,41
p<0,0001
C 6,87 6,08 1,16* 0,11
metoda Luminex
A 239,1 120,0 1,26*
. y?= 16,42
surowica B 110,7 85,68 1,26* 0,43
p<0,0001
C 1385 76,49 0,95* 0,32
A 1294 1251 1,11*
x= 18,49
mocz B 4702 78,13 1,11* 0,49
p<0,0001
C 4255 56,83 1,26* 0,16

Wykazano istotny wptyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na
warto§¢ KIM-1 w moczu oceniang metoda ELISA (x>=13,58; p=0,001) (Tab. 11).
Zaobserwowano istotny spadek o okolo 40% wartosci KIM-1 oceniang w moczu
pacjentow pot roku i rok po przeszczepie nerek w porOwnaniu z wartoSciami tego

parametru mierzonego w pierwszym dniu po przeszczepie nerki (p<0,05). Analiza
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warto$ci wspolczynnika Kendalla wykazata zgodno$¢ wykonanych trzech pomiarow
KIM-1 w moczu ocenianych metoda ELISA (0,36). Rowniez w przypadku analizy
KIM-1 w moczu oznaczanego metoda Luminex zaobserwowano istotny wplyw
czynnika czasu (x°=8,60; p=0,014). Zaobserwowano spadek o 40% wartosci KIM-1
w moczu pacjentow pot roku po przeszczepie nerek w porownaniu do wartosci KIM-1
ocenianej w pierwszym dniu po przeszczepie. Po roku od przeszczepienia narzadu
srednia warto$¢ KIM-1 w moczu powrdcita do warto$ci tego parametru notowanej
w pierwszym dniu po przeszczepie nerki. Nie wykazano istotnego wptyw czynnika
czasu po transplantacji nerki na wartos¢ KIM-1 w surowicy oznaczang metodg zar6wno
ELISA, jak Luminex.

Tabela 11. Porownanie stezenia czasteczki-1 uszkodzenia nerek (KIM-1) u pacjentow
w réoznym czasie od przeszczepu nerki ocenianych w surowicy [pg/ml] i moczu [ng/ml]
metodg ELISA i Luminex (AM, $rednia arytmetyczna; SD, odchylenie standardowe; A,
pierwszy dzien po przeszczepie nerki; B, po pot roku po przeszczepie nerki; C, rok po
przeszczepie nerki; *poziom istotnosci p=0,05). W wynikach testow post-hoc

przedstawiono zmiang Srednich stezen biomarkera pomi¢dzy pomiarem A, B1C

Wyniki testow
post-hoc Wspoétcezynnik
Materiat Czas AM SD C A.NOVA zgodnosci
zas Friedmana
Kendalla
A B
test ELISA
A 2836 220,7 0,05
) ¥?=3,89

surowica B 278,8 188,9 0,05 0=0 1 43 0,10

C 2039 1055 0,53 0,58 ’

A 1,46 1,04 0,95* ,
mocz B 0,85 0,85 0,95* é;& %gf 0,36

C 0,79 1,20 1,11* 0,16 ’

metoda Luminex
A 2922 128,6 0,21
. ¥?=4,59

surowica B 325,1 1215 0,21 0=0 ’10 0,12

C 2731 1066 045 0,66 ’

A 0,26 0,13 0,74 )
mocz B 0,17 0,10 0,74 )é:_ggf 0,23

C 0,24 0,35 0,76 0,03 ’
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Wykazano istotny wptyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na
warto§¢ CXCL-10 w moczu oceniang metoda ELISA (x?=11,79; p=0,003) (Tab. 12).
Zaobserwowano spadek o okoto 70% wartosci CXCL-10 w moczu pacjentow pot roku
i rok po transplantacji nerek w poroéwhaniu z wartoscig tego biomarkera oceniang
w pierwszym dniu po przeszczepie nerki (p<0,05). Analiza warto$ci wspolczynnika
Kendalla wykazala zgodno$¢ wykonanych trzech pomiarow CXCL-10 w moczu
ocenianych metoda ELISA (0,31). W przypadku wartosci CXCL-10 w moczu
oznaczonej metoda Luminex stwierdzono istotny wptyw czynnika czasu po wykonanej
transplantacji nerki (x®=11,21, p=0,004). Wykazano spadek wartosci CXCL-10
w moczu pacjentdow pot roku (o okoto 60%) i rok (40%) po przeszczepie nerek
w porownaniu z warto$cig CXCL-10 oceniang w pierwszym dniu po przeszczepie
(p<0,05). Nie stwierdzono wptywu czynnika czasu po transplantacji nerki na warto$¢

CXCL-10 w surowicy oznaczang metoda zarowno ELISA, jak Luminex.
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Tabela 12. Porownanie st¢zenia chemokiny 10 z motywem C-X-C (CXCL-10) u
pacjentow w roéznym czasie od przeszczepu nerki ocenianych w surowicy i moczu
metodg ELISA 1 Luminex [pg/ml] (AM, Sérednia arytmetyczna; SD, odchylenie
standardowe; A, pierwszy dzien po przeszczepie nerki; B, po pot roku po przeszczepie
nerki; C, rok po przeszczepie nerki; *poziom istotnosci p=0,05). W wynikach testow
post-hoc przedstawiono zmiang Srednich stezen biomarkera pomigdzy pomiarem A, B i

C

Wyniki testow
- Wspolczynnik
Material Czas AM SD pOCS;EZ:SOC Fﬁ?(?rr\]gﬁa zlg)odngéci
A 5 Kendalla
test ELISA

A 1792 1645 0,05 :
suowica B 2245 1868 0,05 Kz 0,05

C 2610 2162 042 0,37 =5

A 1027 1242 084*
mocz B 3437 4300 0,84 0003 031

C 3471 47,17 105% 021

metoda Luminex

A 2763 480,0 0,05 .
surowica B 2387 2191 0,05 ;‘:B?ég 0,19

C 1808 1132 021 026

A 1345 1344 082%
mocz B 4639 4558 0,82* o 0,30

c 7715 1775 1* o018

Wykazano istotny wptyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na
warto$¢ OPN w osoczu ocenianego metodg ELISA (3?=19,05; p<0,0001) (Tab. 13).
Zaobserwowano istotny spadek wartosci OPN w 0soczu o okoto 40% pot roku po
przeszczepie i 0 okoto 50% rok po przeszczepie nerek w porownaniu z wartoscig OPN
oceniang w pierwszym dniu po przeszczepie nerki (p<0,05). Analiza warto$ci
wspotczynnika Kendalla wykazata zgodno$¢ wykonanych trzech pomiaréw OPN w
osoczu ocenianych metodg ELISA (0,50). Wykazano takze istotny wplyw czynnika
czasu po wykonanym przeszczepie nerki na warto$¢ OPN w moczu ocenianego metoda
ELISA (¥*=24,00; p<0,0001). Zaobserwowano wzrost wartoéci OPN w moczu

pacjentow ocenianego pot roku po przeszczepie (o okoto 20%) i rok po przeszczepie (o
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okoto 30%) w poroéwnaniu do wartosci W pierwszym dniu po przeszczepie nerki.
Analiza warto$ci wspotczynnika Kendalla wykazala zgodno$¢ wykonanych trzech
pomiarow OPN w moczu ocenianych metodg ELISA (0,63). Wptyw czasu jako czynnik
na OPN w surowicy oznaczany metoda Luminex byt istotny statystycznie (3>=24,00;
p<0,0001). Stwierdzono istotny spadek wartosci OPN w surowicy pacjentéw o okoto
40% pot roku i rok po przeszczepie nerek w porownaniu do wartosci notowanych w
pierwszym dniu po przeszczepie (p<0,05). Analiza wspotczynnika Kendalla wykazata
zgodno$¢ wszystkich trzech pomiaréw (0,63). Wptyw czynnika czasu po transplantacji
nerki na warto§¢ OPN w moczu oznaczanego metoda Luminex nie byl istotny

statystycznie.

Tabela 13. Porownanie stgzenia osteopontyny (OPN) u pacjentéw w roéznym czasie od
przeszczepu nerki ocenianych w surowicy/osoczu i moczu metodag ELISA i Luminex
[ng/ml] (AM, srednia arytmetyczna; SD, odchylenie standardowe; A, pierwszy dzien po
przeszczepie nerki; B, po pét roku po przeszczepie nerki; C, rok po przeszczepie nerki;
*poziom istotnosci p=0,05). W wynikach testow post-hoc przedstawiono zmiang

srednich stezen biomarkera pomigdzy pomiarem A, B1C

Wyniki testow
post-hoc Wspoétcezynnik
Material Czas AM SD C A.NOVA zgodnosci
zas Friedmana
Kendalla
A B
test ELISA
A 189,4 100,0 1* 221005
* X = ]
0socze B 126,0 85,03 1 0<0,0001 0,50
C 86,49 49,95 1,37* 0,37
A 2005 1884 0,53 29400
X =24,
mocz B 2547 2313 0,53 0<0,0001 0,63
C 280,8 238,2 0,58 0,05
metoda Luminex
A 152,5 90,80 0,95*
surowica B 9087 4134 095 ('=24,00 0,63
' ' : p<0,0001 ’
C 70,04 43,52 1,58* 0,63
A 2112 163,6 0,42
2
mocz B 290,7 278,0 0,42 x_—2,95 0,08
p=0,230
C 410,6 479,0 0,53 0,11
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Wykazano istotny wptyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na
warto$¢ Cys C w surowicy oceniang metoda ELISA (3*=23,47; p<0,0001) (Tab. 14).
Zaobserwowano istotny spadek wartosci Cys C w surowicy pacjentéw o okoto 50% pot
roku 1 rok po przeszczepie w poréwnaniu do Sredniej wartoSci tego parametru
ocenianego w pierwszym dniu po przeszczepie nerki (p<0,05). Analiza wartosci
wspotczynnika Kendalla wykazata zgodnos¢ wykonanych trzech pomiaréw Cys C
w surowicy ocenianych metodg ELISA (0,62). Wykazano takze istotny wptyw czynnika
czasu po wykonanym przeszczepie nerki na wartos¢ Cys C w moczu oceniang metoda
ELISA (x?=23,05; p<0,0001). Zaohserwowano spadek o okoto 70% wartosci Cys C
w moczu pacjentéw pot roku i rok po przeszczepie nerki w poréwnaniu do wartosci
tego parametru ocenianego w pierwszym dniu po przeszczepie nerki (p<0,05). Analiza
warto$ci wspolczynnika Kendalla wykazata zgodnos¢ wykonanych trzech pomiarow
Cys C w moczu ocenianych metoda ELISA (0,61). Podobne zaleznosci byty
obserwowane w przypadku oznaczen wykonanych metoda fluorymetrii przeptywowe;.
Wpltyw czasu jako czynnika na Cys C w surowicy oznaczany metoda Luminex byt
istotny statystycznie (x?=18,00; p<0,0001). Stwierdzono istotny spadek o okoto 50%
wartosci Cys C w surowicy pacjentow pot roku i1 rok po transplantacji nerek
w porownaniu do wartosci stwierdzonej pierwszym dniu po przeszczepie (p<0,05).
Analiza wspotczynnika Kendalla wykazata zgodno$¢ wszystkich trzech pomiaréw Cys
C w surowicy ocenianych metoda Luminex (0,47). Wykazano istotny wplyw czynnika
czasu po wykonanym przeszczepie nerki na wartos¢ Cys C w moczu oceniang metoda
Luminex (x>=10,21; p=0,006). Zaobserwowano istotny spadek wartosci Cys C w moczu
pacjentow pot roku i rok po przeszczepie nerki odpowiednio o okoto 70 i 60%
w poréwnaniu do wartosci Cys C ocenianej w pierwszym dniu po przeszczepie nerki
(p<0,05).
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Tabela 14. Poréwnanie stezenia cystatyny C (Cys C) u pacjentdéw w roznym czasie od
przeszczepu nerki ocenianych w surowicy i moczu metodag ELISA i Luminex [ng/ml]
(AM, érednia arytmetyczna; SD, odchylenie standardowe; A, pierwszy dzien po
przeszczepie nerki; B, po pot roku po przeszczepie nerki; C, rok po przeszczepie nerki;
*poziom istotno$ci p=0,05). W wynikach testow post-hoc przedstawiono zmiang

$rednich stezen biomarkera pomigdzy pomiarem A, B i C

Wyniki testow Wenil "
- sSpoiczynni
Material Czas AM SD p(Jé';ahSOC Fﬁ?(?n:;ﬁa z[g)odn()),éci
A B Kendalla
test ELISA
A 35126 11904 147
surowica B 17361 5856  1,47* g<6?§’6‘é71 0,62
C 18178 7480 121* 026
A 1322 1068 126%
mocz B 214 233  126* g <6?§6%51 0,61
C 394 6484 142 016
metoda Luminex
A 46816 24163 126%
surowica B 21020 621,27 1,26 g <5,1g6%3 0,47
C 23543 12202 111* 016
A 1337 80,26 126%
mocz B 3824 3151 1,26 o 027
C 48,06 5358 142 0,16 P

Zaobserwowano istotny wplyw czynnika czasu po transplantacji nerki na
warto$¢ RBP-4 w surowicy oceniang metoda ELISA (x=10,21; p=0,006) (Tab. 15).
Zaobserwowano spadek wartosci RBP-4 o okolo 20% w surowicy pacjentéw pot roku
1 rok po przeszczepie nerki w poréwnaniu do wartosci tego biatka mierzonego
w surowicy pobranej w pierwszym dniu po przeszczepie (p<0,05). Wykazano takze
istotny wplyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na wartos¢ RBP-4 w
moczu oceniang metoda ELISA (x*=8,53; p=0,014). Zaobserwowano spadek warto$ci
RBP-4 0 okoto 40% w moczu U pacjentdow po6t roku i rok po przeszczepie nerek
w porownaniu do warto$ci tego parametru odnotowanego W pierwszym dniu po
przeszczepie (p<0,05). Podobne zalezno$ci zostaty wykazane w przypadku oznaczen

wykonanych metodg fluorymetrii przeptywowej. Wptyw czasu jako czynnika na RBP-4
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w surowicy oznaczany metoda Luminex byt istotny statystycznie (x?=8,84; p=0,012).
Stwierdzono spadek o okoto 40% warto$ci RBP-4 w surowicy pacjentow pot roku i rok
po transplantacji nerek w poréwnaniu z warto$cig tego parametru w pierwszym dniu po
przeszczepie (p<0,05). Wykazano roéwniez istotny wplyw czynnika czasu po
wykonanym przeszczepie nerki na warto$¢ RBP-4 w moczu oceniang metodg Luminex
(x>=9,58; p=0,008). Zaobserwowano spadek o okolto 40% wartosci RBP-4 w moczu
pacjentow pot roku i rok po przeszczepie w porownaniu do wartoSci OcCenianej

w pierwszym dniu po przeszczepie nerki (p<0,05).

Tabela 15. Poréwnanie stgzenia biatka wigzacego retinol 4 (RBP-4) u pacjentow
w roznym czasie od przeszczepu nerki ocenianych w surowicy i moczu metoda ELISA
i Luminex [mg/l] (AM, S$rednia arytmetyczna; SD, odchylenie standardowe;
A, pierwszy dzien po przeszczepie nerki; B, po pot roku po przeszczepie nerki; C, rok
po przeszczepie nerki; *poziom istotnosci p=0,05). W wynikach testow post-hoc

przedstawiono zmiang $rednich stezen biomarkera pomi¢dzy pomiarem A, B1C

Wyniki testow
Wspélczynnik
post-hoc ANOVA
Material Czas AM SD ) zgodnosci
Czas Friedmana
Kendalla
A B
test ELISA
A 7981 1934 0,74
_ v*=10,21
surowica B 64,79 15,52 0,74 0,27
p=0,006
C 59,17 21,77 1,00* 0,26
A 61,09 2997 0,47
¥?=8,53
mocz B 35,97 39,83 0,47 0,22
p=0,014
C 33,06 3541 0,95* 0,47
metoda Luminex
A 8459 7597 0,63
_ v?=8,84
surowica B 5430 49,63 0,63 0,23
p=0,012
C 4743 57,94 0,95* 0,32
A 0,70 0,29 0,58
¥?=9,58
mocz B 0,40 0,37 0,58 0,25
p=0,008
C 0,36 0,34 1,00* 0,42
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Wykazano istotny wptyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na
warto$§¢ TFF3 w surowicy oceniana metoda ELISA (y?=22,84; p<0,0001) (Tab. 16).
Zaobserwowano spadek o okoto 70% wartosci TFF3 w surowicy pacjentow pot roku
i rok po transplantacji nerek do wartosci uzyskanej w pierwszym dniu po przeszczepie
(p<0,05). Dodatkowo analiza warto$ci wspotczynnika Kendalla wykazata zgodnos¢
wykonanych trzech pomiaréw TFF3 w surowicy ocenianych metodg ELISA (0,60).
Wplyw czynnika czasu po transplantacji nerki na warto§¢ TFF3 w moczu oznaczang
metodg ELISA oraz w surowicy i moczu oznaczang metodg Luminex nie byl istotny
statystycznie. W przypadku TFF3 oznaczanego w surowicy metodg Luminex zmiana
w czasie trzech pomiarow byla nieistotna Statystycznie. Analiza post-hoc wykazata
istotny spadek wartosci TFF3 w surowicy pacjentow o okoto 60% p6t roku i rok po
przeszczepie nerek w porownaniu do warto$ci tego parametru ocenianego w pierwszym

dniu po przeszczepie (p<0,05).
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Tabela 16. Poréwnanie stezenia jelitowego czynnika trefoilowego 3 (TFF3)
u pacjentow w roéznym czasie od przeszczepu nerki ocenianych w surowicy i moczu
metodg ELISA 1 Luminex [ng/ml] (AM, S$rednia arytmetyczna; SD, odchylenie
standardowe; A, pierwszy dzien po przeszczepie nerki; B, po pot roku po przeszczepie
nerki; C, rok po przeszczepie nerki; *poziom istotnosci p=0,05). W wynikach testow
post-hoc przedstawiono zmian¢ S$rednich stezen biomarkera pomig¢dzy pomiarem
ABiC

Wyniki
testow post- ) .
Material Czas AM  SD hoc ANOVA — Wsplezynnik
Cras Friedmana zgodnos$ci Kendalla
A B
test ELISA
A 65,64 35,29 1,37* 2202 84
i * X =44,
surowica B 18,32 9,52 1,37 0<0,0001 0,60
C 1783 10,33 1,32* 0,05
A 181,94 118,7 0,26 )
mocz B 15756 1458 0,26 5:606235 0,19
C 186,0 1853 0,21 0,05 ’
metoda Luminex
A 1496 10,79 0,89* )
suowica B 509 341  0,89% e 025
C 58 441 089* 179* ’
A 46,78 36,07 0,16 )
mocz B 4615 3489 016 e 0,29
C 56,13 48,31 0,16 0,32 ’

Wykazano istotny wplyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na
wartos¢ CLU w moczu oceniang metoda ELISA (¥*=6,74; p=0,034) (Tab. 17).
Zaobserwowano spadek wartosci CLU w moczu pacjentdéw pol roku i rok po
transplantacji nerek odpowiednio o okoto 70 1 80% w pordéwnaniu z wartoscig tego
parametru w pierwszym dniu po przeszczepie (p<0,05). Wptyw czasu jako czynnika na
RBP-4 w surowicy byl istotny statystycznie w przypadku oznaczenia RBP-4
w surowicy metodg Luminex (¥?=8,00; p=0,018). Stwierdzono istotny spadek o okoto
30% wartosci CLU w surowicy pacjentow pot roku i rok po przeszczepie nerek
w porownaniu z warto$cig uzyskang w pierwszym dniu po przeszczepie (p<0,05).

Wykazano rowniez istotny wplyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki na
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warto§¢ CLU w moczu oceniang metoda Luminex (}°=18,11; p<0,0001).
Zaobserwowano takze istotny spadek wartosci CLU w moczu pacjentow pot roku
(0 okoto 70%) i rok (o okoto 90%) po przeszczepie nerek w pordwnaniu do wartosci
tego parametru ocenianego w pierwszym dniu po przeszczepie (p<0,05). Wartos¢
wspoétczynnika Kendalla wykazata zgodno$¢ wykonanych trzech pomiaréw tylko

w przypadku CLU w surowicy ocenianego metoda Luminex (0,48).

Tabela 17. Porownanie stezenia klusteryny (CLU) u pacjentdow w réznym czasie od
przeszczepu nerki ocenianych w surowicy [pg/ml] i moczu [ng/ml] metodg ELISA
I Luminex (AM, s$rednia arytmetyczna; SD, odchylenie standardowe; A, pierwszy dzien
po przeszczepie nerki; B, po pot roku po przeszczepie nerki; C, rok po przeszczepie
nerki; *poziom istotnosci p=0,05). W wynikach testow post-hoc przedstawiono zmiang

srednich stezen biomarkera pomigdzy pomiarem A, B i C

Wyniki testow Wspélezynnik
Material Czas AM SD pocs:t-hoc A.NOVA zgodnoSci
zas Friedmana
A 5 Kendalla
test ELISA
A 41586 126,22 0,5 .
surowica B 380,87 10511 05 e 0,13
C 37155 107,72 068 0,18
A 140,37 234,54 0,42 .
mocz B 5008 8331 042 L o 0,18
C 19,67 4319 084* 042
metoda Luminex
A 456,72 203,40 0,74 N
surowica B 347,54 131,14 0,74 Lol 0,21
C 319,82 14364 084* 011
A 307,48 409,16 118%
mocz B 7917 177,98 1,13* g <61§6%)11 0,48
C 2447 5328 124 011

Stwierdzono istotny wptyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki
na warto$¢ kreatyniny w surowicy (chi?=26,59; p<0,0001) (Tab. 18). Zaobserwowano
istotny spadek o okoto 70% warto$ci kreatyniny w surowicy pacjentow poét roku i rok

po przeszczepie nerek w poréwnaniu do wartosci stwierdzonej w pierwszym dniu po

69



przeszczepie (p<0,05). Analiza warto$ci wspotczynnika Kendalla wykazata zgodnosé

wykonanych trzech pomiaréw (0,70).

Tabela 18. Poroéwnanie stezenia kreatyniny u pacjentow w réznym czasie od
przeszczepu nerki ocenianego w surowicy (mg/dl) (AM, s$rednia arytmetyczna; SD,
odchylenie standardowe; A, pierwszy dzien po przeszczepie nerki; B, po pot roku po
przeszczepie nerki; C, rok po przeszczepie nerki; *poziom istotnosci p=0,05).
W wynikach testéw post-hoc przedstawiono zmiang S$rednich st¢zen kreatyniny

pomigdzy pomiarem A, BiC

Wyniki testow
Wspotezynnik
post-hoc ANOVA
Czas AM SD ) zgodnoSci
Czas Friedmana
Kendalla
A B
) A 468 2,86 1,55*
Kreatynina ¥?=26,59
_ B 1,36 0,27 1,55* 0,70
W surowicy p<0,0001

C 1,37 0,28 1,29* 0,26

Stwierdzono istotny wplyw czynnika czasu po wykonanym przeszczepie nerki
na warto§¢ eGFR (¥?=20,32; p<0,0001) (Tab. 19). Zaobserwowano istotny wzrost
0 okoto 30% wartosci eGFR pot roku i rok po przeszczepie nerek w poréwnaniu do
warto$ci uzyskanych w pierwszym dniu po przeszczepie nerki (p<0,05). Analiza
warto$ci wspolczynnika Kendalla wykazata zgodnos¢ wykonanych trzech pomiarow
(0,54).
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Tabela 19. Porownanie poziomu eGFR (ml/min/1,73) u pacjentéw w ré6znym czasie od
przeszczepu nerki (AM, S$rednia arytmetyczna; SD, odchylenie standardowe;
A, pierwszy dzien po przeszczepie nerKi; B, po pot roku po przeszczepie nerki; C, rok
po przeszczepie nerki; *poziom istotno$ci p=0,05). W wynikach testow post-hoc

przedstawiono zmiang Srednich warto$ci eGFR pomi¢dzy pomiarem A, B i C

Wyniki testow
post-hoc ANOVA Wspolezynnik
Czas AM SD ] zgodnosci
Czas Friedmana
Kendalla
A B
A 20,74 19,35 1,55*%
¥?=20,32
eGFR B 5442 12,03 1,55* 0,54
p<0,0001

C 53,74 12,24 1,29* 0,26

4.3. Analiza zwigzkow

Za pomoca wspotczynnika korelacji rang Spearmana ustalono zaleznoS$ci
pomigdzy ocenianymi w badaniach parametrami. Zwigzek analizowanych zmiennych
oceniono odrgbnie dla kazdego z markeréw uzyskanych w materiale pobranym
w pierwszym dniu, pot roku i rok po przeszczepie nerki dla wszystkich badanych
pacjentow oraz z uwzglednieniem podzialu na pleé. Zbadano roéwniez zwigzek
pomigdzy wartosciami stezenia badanych markerow, a st¢zeniem kreatyniny i eGFR
w pobranym materiale w pierwszym dniu, p6t roku i rok po przeszczepie nerki dla catej

grupy badanej oraz z uwzglednieniem podziatu na plec.

4.3.1. Analiza zwigzkow pomiedzy biomarkerami ocenianymi w surowicy metoda
ELISA

Poréwnujac wartosci badanych biomarkerow oznaczonych w surowicy metoda
ELISA u wszystkich pacjentow w pierwszym dniu po przeszczepie nerki stwierdzono
istotng dodatnig warto$¢ wspolczynnika korelacji pomigdzy CXCL-10 a RBP-4
(p=0,008) oraz Cys C a CLU (p=0,034). Natomiast u badanych me¢zczyzn odnotowano
istotng dodatnig korelacje pomiedzy NGAL a TFF3 (p=0,016), KIM-1 a CXCL-10
(p=0,016) oraz CXCL-10 a Cys C (p=0,003). W grupie badanych kobiet wykazano
dodatnig korelacje pomiedzy TFF3 a CLU (p=0,050).
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Porownanie badanych biomarkeréw w surowicy metodag ELISA u badanych
pacjentow pot roku po przeszczepie nerki wykazato istotng statystycznie dodatnig
zalezno$¢ pomiedzy KIM-1 a Cys C (p=0,048), OPN a RBP-4 (p=0,013) oraz RBP-4
a CLU (p=0,029). Wykazano réwniez ujemng korelacje pomi¢dzy OPN a Cys C
(p=0,016) oraz Cys C a RBP-4 (p=0,001). Natomiast w grupie me¢zczyzn wykazano
dodatnig korelacj¢ pomiedzy OPN a Cys C (p=0,013), a ujemng pomigdzy Cys C
a CLU (p=0,002). W przypadku kobiet wykazano dodatnig korelacj¢ pomiedzy RBP-4
a TFF3 (p = 0,050).

Dokonujgc poréwnania badanych parametrow W surowicy pacjentdéw metoda
ELISA rok od przeszczepienia nerki wykazano dodatnig korelacje pomiedzy NGAL
a Cys C (p=0,013), KIM-1 a OPN (p=0,007), KIM-1 a RBP-4 (p=0,032), OPN a RBP-4
(p=0,028) oraz Cys C a TFF3 (p<0,0001), natomiast ujemng zalezno$¢ pomig¢dzy
NGAL a CLU (p=0,040). W grupie mgzczyzn Stwierdzono dodatnig korelacje
pomigdzy NGAL a Cys C (p=0,009) oraz Cys C a TFF3 (p=0,006), a u kobiet
wykazano dodatnig korelacje migdzy Cys C a TFF3 (p<0,001) i ujemng migdzy Cys C
a CLU (p=0,013) oraz TFF3 a CLU (p=0,002).

4.3.2. Analiza zwigzkow pomiedzy biomarkerami ocenianymi w moczu metoda
ELISA

Stwierdzono istotng dodatnig warto§¢ wspOtczynnika korelacji pomig¢dzy
stezeniem NGAL a CXCL-10 (p=0,001), Cys C (p<0,0001) oraz TFF3 (p<0,0001)
w Dbadanej grupie pacjentow w pierwszym dniu po przeszczepie nerki. Po
uwzglednieniu pici badanych, u mezczyzn stwierdzono, ze wartos¢ NGAL istotnie
wzrastala wraz ze wzrostem CXCL-10 (p<0,0001), OPN (p=0,004,) CysC (p<0,0001)
oraz TFF3 (p=0,008). Zaobserwowano takze istotng dodatnig zalezno$¢ pomigdzy
KIM-1 a OPN (p=0,017) i Cys C (p=0,024) w grupie wszystkich badanych pacjentow.
Zauwazono takze, ze stezenie CXCL-10 istotnie wzrastatlo wraz ze wzrostem RBP-4
(p=0,008) i CLU (p=0,002). Po uwzglednieniu pici, u badanych me¢zczyzn wykazano
istotng dodatnig zalezno$¢ pomigdzy CXCL-10 a OPN (p=0,011), Cys C (p<0,0001)
i TFF3 (p=0,004). U wszystkich badanych pacjentow wykazano dodatnig korelacje
pomiedzy OPN a RBP-4 (p=0,05), a u me¢zczyzn zaobserwowano, ze stezenie OPN
istotnie wzrastalo wraz ze wzrostem Cys C (p=0,004) i TFF3 (p=0,038). Wykazano
réwniez dodatni zwigzek pomigdzy wartoscig stezenia Cys C a TFF3 (p=0,040). Ta
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samg zalezno$¢, pomiedzy Cys C a TFF3 (p=0,003), stwierdzono u megzczyzn
(Tab. 20, Tab. 21). Natomiast u kobiet nie wykazano istotnych zwiazkow pomigdzy
biomarkerami z wyjatkiem ujemnej korelacji pomi¢dzy RBP-4 a TFF3 (p=0,020).
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Tabela 20. Wspoétczynniki korelacji rang Spearmana pomig¢dzy stezeniami biomarkeréw oznaczonych w moczu metoda ELISA u badanych

w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerki (R, rho p; poziom istotnosci p=0,05)

i KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,38 104 068 0001 0,37 0,123 0,83 <0,0001 0,30 0,205 0,75 <0,0001 0,21 0,393
KIM-1 040 0,091 054 0,017 0,51 0,024 0,11 0,652 0,14 0,581 0,27 0,257
CXCL-10 0,36 0,124 0,39 0,099 0,59 0,008 0,18 0,459 0,65 0,002
OPN -0,03 0,892 0,46 0,050 0,44 0,063 0,35 0,137
CysC 0,17 0,488 0,47 0,040 0,65 0,003
RBP-4 -0,18 0,468 0,06 0,808
TFE3 0,08 0,732

Tabela 21. Wspoétczynniki korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami biomarkerow oznaczonych w moczu metoda ELISA u badanych

me¢zczyzn w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerki (R, rho p; poziom istotnosci p=0,05)

. KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 059 0,070 0,93 p<0,0001 0,82 0,004 0,93 <0,0001 058 0,082 0,78 0,008 0,15 0,679
KIM-1 0,56 0,090 0,56 0,090 0,41 0,244 0,24 0,511 0,43 0,214 0,52 0,128
CXCL-10 0,76 0,011 0,96 <0,0001 0,44 0,200 0,82 0,004 043 0,214
OPN 0,82 0,004 0,60 0,067 0,66 0,038 0,05 0,881
CysC 0,52 0,128 0,83 0,003 0,21 0,556
RBP-4 0,15 0,676 -0,03 0,934
TFF3 0,20 0,580
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Stwierdzono istotny dodatni zwigzek pomigdzy wartoscig stezenia NGAL
a KIM-1 (p=0,004), CXCL-10 (p=0,031), Cys C (p=0,011), RBP-4 (p=0,041) i CLU
(p=0,037) w grupic badanej ocenianej tacznie pdt roku po przeszczepie nerKi.
Zauwazono, ze W grupie me¢zczyzn wartos¢ NGAL istotnie wzrastata wraz ze wzrostem
KIM-1 (p=0,002), OPN (p=0,002), Cys C (p=0,022), RBP-4 (p=0,009), TFF3 (p=0,033)
1 CLU (p=0,002). Zaobserwowano réwniez istotng dodatnig zalezno$¢ pomiedzy KIM-1
a CXCL-10 (p<0,0001), RBP-4 (p=0,003), TFF3 (p=0,003) i CLU (p=0,004). W grupie
mezczyzn odnotowano, ze stezenie KIM-1 wzrasta istotnie wraz ze wzrostem CXCL-10
(p=0,013), OPN (p<0,0001), Cys C (p=0,002), RBP-4 (p=0,016), TFF3 (p=0,002)
i CLU (p=0,002). Wykazano istotny dodatni zwigzek pomiedzy wartoscig stezenia
CXCL-10 a Cys C (p=0,044). W badanej grupie mezczyzn stwierdzono istotng dodatnig
korelacj¢ pomigdzy CXCL-10 a OPN (p=0,019). Wykazano takze, ze w grupie badane;j
ocenianej tacznie stgzenie OPN wzrastato istotnie wraz ze wzrostem Cys C (p=0,023)
oraz CLU (p=0,015). W grupie m¢zczyzn zaobserwowano istotng dodatnig korelacje
pomiedzy OPN a Cys C (p=0,005), RBP-4 (p=0,034), TFF3 (p=0,006) i CLU
(p=0,005). U badanych pacjentow stwierdzono takze istotng dodatnig zalezno$¢
pomigdzy Cys C a RBP-4 (p<0,0001), TFF3 (p=0,001) i CLU (p=0,001). Podobnie
istotne zaleznosci pomiedzy Cys C a RBP-4 (p<0,0001), TFF3 (p<0,0001) i CLU
(p=0,006) odnotowano w grupie mezczyzn. Istotng dodatnig korelacj¢ pomigdzy RBP-4
a TFF3 (p=0,026) i CLU (p<0,0001) stwierdzono u badanych pacjentéw. Podobng
zalezno$¢ stwierdzono W grupie mezczyzn, pomigdzy RBP-4 a TFF3;(p=0,004) i CLU
(p=0,004). Wykazano takze, ze wraz ze wzrostem RBP-4 istotnie wzrasta CLU
(p=0,006) u pacjentow po przeszczepie nerki (n=19). Taka samg istotng zalezno$¢
obserwowano w grupie me¢zczyzn, pomiedzy RBP-4 a CLU (p=0,009) (Tab. 22,
Tab. 23). W grupie kobiet odnotowano jedynie istotng dodatnig korelacje pomigdzy
RBP-4 i TFF3 (p=0,005).
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Tabela 22. Wspoétczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stezeniami biomarkerow oznaczonych w moczu metodg ELISA u badanych po

p6t roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

. KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,63 0,004 049 0031 031 0,198 0,57 0,011 0,47 0,041 0,38 0,106 0,48 0,037
KIM-1 0,73 <0,0001 0,26 0,523 0,37 0,116 0,65 0,003 0,64 0,003 0,63 0,004
CXCL-10 -0,01 0,960 0,47 0,044 0,25 0,297 0,03 0915 0,17 0,495
OPN 0,52 0,023 042 0,075 0,24 0,332 055 0,015
CysC 0,79 <0,0001 0,72 0,001 0,72 0,001
RBP-4 0,51 0,026 0,85 <0,0001
TFF3 0,60 0,006

Tabela 23. Wspoétczynniki korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami biomarkeré6w oznaczonych w moczu metoda ELISA u badanych

mezczyzn po pot roku po przeszcezepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

. KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R P R p R p R p R p R p

NGAL 0,84 0,002 061 0,060 0,85 0,002 0,71 0,022 0,77 0,009 0,67 0,033 0,84 0,002
KIM-1 0,75 0,013 093 <0,0001 0,84 0,002 0,73 0,016 0,85 0,002 0,84 0,002
CXCL-10 0,72 0,019 0,42 0,229 0,25 0,489 0,43 0,214 0,36 0,310
OPN 0,80 0,005 0,67 0,034 0,79 0,006 0,80 0,005
CysC 0,92 <0,00010 0,94 <0,00010 0,79 0,006
RBP-4 0,82 0,004 0,82 0,004
TFF3 0,77 0,009
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Stwierdzono istotny dodatni zwigzek pomiedzy wartoscia stezenia NGAL
a KIM-1 (p=0,005), CXCL-10 (p=0,001), Cys C (p<0,0001), RBP-4 (p<0,0001) i TFF3
(p=0,001) w grupie badanej ocenianej bez podziatu na pte¢ rok po przeszczepieniu
nerki. W grupie mezczyzn wykazano istotng dodatnig zalezno$¢ pomiedzy NGAL
a CXCL-10 (p=0,019), Cys C (p=0,002), RBP-4 (p=0,008) i TFF3 (p=0,019). W grupie
kobiet istotng zalezno$¢ zaobserwowano pomigdzy NGAL a RBP-4 (p=0,025) i TFF3
(p=0,020). Odnotowano rowniez istotny wzrost st¢zenia KIM-1 wraz ze wzrostem
CXCL-10 (p=0,019), Cys C (p=0,005), RBP-4 (p=0,004) i TFF3 (p<0,0001) w grupie
wszystkich badanych pacjentow. W grupie mezczyzn stwierdzono istotnie Statystycznie
dodatnig korelacj¢ pomigedzy KIM-1 a CXCL-10 (p=0,029) i CLU (p=0,038). W grupie
kobiet natomiast odnotowano dodatnig zalezno$¢ pomigdzy KIM-1 a CXCL-10
(p=0,025) i TFF3 (p=0,016). Wykazano istotng dodatnig zaleznos¢ pomigdzy CXCL-10
a Cys C (p=0,001), RBP-4 (p=0,002) i TFF3 (p<0,0001). W grupie mgzczyzn istotng
zalezno$¢ stwierdzono pomigdzy CXCL-10 a Cys C (p=0,004), RBP-4 (p=0,004), TFF3
(p=0,001) i CLU (p=0,033). Stwierdzono réwniez istotny dodatni zwigzek pomig¢dzy
CXCL-10 a TFF3 (p<0,0001) w grupie kobiet. Wykazano takze, ze stg¢zenie Cys C
wzrasta istotnie w grupie ocenianej tacznie wraz ze wzrostem RBP-4 (p<0,0001) i TFF3
(p=0,002). W grupie me¢zczyzn stwierdzono istotng dodatnig korelacje pomiedzy Cys C
a RBP-4 (p<0001), TFF3 (0,008) i CLU (p=0,048). Wykazano réwniez istotng dodatnig
korelacj¢ pomigdzy RBP-4 a TFF3 (p<0,0001). W grupie mg¢zczyzn z kolei
zaobserwowano istotng dodatnig korelacje pomigdzy RBP-4 a TFF3 (p=0,006) i CLU
(p=0,019. Nie wykazano korelacji pomigdzy OPN a innymi biomarkerami oznaczanymi

w moczu po roku od przeszczepienia metodg ELISA (Tab. 24, Tab. 25, Tab. 26).

77



Tabela 24. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stezeniami biomarkerow oznaczonych w moczu metodg ELISA u badanych po

roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotno$ci p=0,05)

) KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,61 0,005 0,717 0001 038 0,113 0,75 <0,0001 0,77 <0,0001 0,70 0,001 0,29 0,229
KIM-1 0,68 0,001 044 0,057 0,61 0,005 0,63 0,004 0,73 <0,0001 0,42 0,076
CXCL-10 0,29 0,222 0,71 0,001 0,67 0,002 0,88 <0,0001 0,22 0,375
OPN 0,34 0,157 0,24 0,312 0,41 0,083 -0,25 0,293
CysC 0,74 <0,0001 0,67 0,002 0,38 0,104
RBP-4 0,75 <0,0001 0,33 0,168
TFF3 0,22 0,375

Tabela 25. Wspoétczynniki korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami biomarkeré6w oznaczonych w moczu metoda ELISA u badanych

mezczyzn po roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

. KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,47 0,174 0,72 0,019 0,27 0,446 0,84 0,002 0,78 0,008 0,72 0,019 052 0,128
KIM-1 0,68 0029 0,37 0,293 0,56 0,090 0,62 0,054 0,62 0,064 066 0,038
CXCL-10 0,14 0,701 0,82 0,004 0,82 0,004 0,87 0,001 0,67 0,033
OPN 0,30 0,405 0,13 0,726 0,35 0,328 -0,22 0,533
CysC 0,92 <0,0001 0,78 0,008 0,64 0,048
RBP-4 0,79 0,006 0,72 0,019
TFF3 0,58 0,082
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Tabela 26. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomig¢dzy stezeniami biomarkeréw oznaczonych w moczu metodg ELISA u badanych

kobiet po roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

) KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,65 0,058 062 0,077 036 0,342 0,62 0,077 0,73 0,025 0,75 0,020 0,32 0,406
KIM-1 0,73 0,025 0,48 0,194 0,47 0,205 057 0,112 0,77 0,016 045 0,224
CXCL-10 0,39 0,295 0,47 0,205 043 0,244 0,95 <0,0001 0,20 0,606
OPN 0,33 0,391 0,32 0,404 0,42 0,262 -0,08 0,847
CysC 0,37 0,332 0,52 0,154 0,37 0,332
RBP-4 0,63 0,067 0,15 0,700
TEF3 0,12 0,765
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4.3.3. Analiza zwigzkow pomiedzy biomarkerami ocenianymi w surowicy metoda
Luminex

W przypadku oznaczenia biomarkerow w surowicy wszystkich badanych
pacjentow z wykorzystaniem aparatu Luminex w pierwszym dniu po przeszczepie nerki
stwierdzono istotng dodatnig zalezno$¢ pomigdzy NGAL i Cys C (p=0,021), NGAL
I TFF3 (p=0,001), Cys C i CLU (p<0,0001) oraz RBP-4 i TFF3 (p=0,008). W grupie tej
stwierdzono takze istotng ujemng korelacj¢ pomiedzy NGAL i CLU (p=0,015).
Natomiast w grupie mezczyzn wykazano istotng dodatnig korelacj¢ pomigdzy NGAL
I TFF3 (p=0,004), CXCL-10 i Cys C (p=0,001), Cys C i TFF3 (p=0,002) oraz RBP-4
i CLU (p=0,038). Z kolei w grupie tej istotng ujemng korelacje¢ odnotowano mig¢dzy
NGAL i CLU (p=0,009). W przypadku grupy kobiet wykazano istotng ujemng korelacje
pomiedzy NGAL a RBP-4 (p=0,013).

Badanie surowicy pacjentoéw (n=19) z wykorzystaniem metody Luminex pot
roku po przeszczepie nerek wykazato istotng dodatnig zalezno$¢ pomiedzy CXCL-10
i TFF3 (p=0,043), Cys C i CLU (p<0,0001) oraz RBP-4 i TFF3 (p<0,0001). W grupie
tej stwierdzono takze istotng ujemng korelacje pomigedzy KIM-1 i RBP-4 (p=0,035),
KIM-1i CLU (p=0,016), Cys C i TFF3 (p=0,030), Cys C i RBP-4 (p=0,029) oraz TFF3
i CLU (p=0,039). Natomiast w grupie m¢zczyzn wykazano istotng dodatnig korelacje
pomiedzy KIM-1 i RBP-4 (p=0,036), KIM-1 i CLU (p=0,046), Cys C i TFF3 (p=0,001)
oraz RBP-4 i CLU (p<0,0001). A takze istotng ujemng korelacje miedzy KIM-1i Cys C
(p=0,022) oraz KIM-1 i CLU (p=0,046). W przypadku grupy kobiet wykazano istotng
dodatnig korelacj¢ pomiedzy NGAL i KIM (p=0,045), Cys C i TFF3 (p=0,013) oraz
RBP-4 i CLU (p=0,005).

W przypadku oznaczenia biomarkerow w surowicy z wykorzystaniem metody
Luminex u wszystkich badanych pacjentow rok po przeszczepie nerki wykazano istotna
dodatnig zalezno$¢ pomigedzy NGAL 1 TFF3 (p=0,003), natomiast ujemng istotng
korelacje pomiedzy NGAL i KIM-1 (p=0,055) oraz NGAL i CLU (p=0,028). W grupie
me¢zezyzn stwierdzono istotng dodatnig korelacje pomigdzy NGAL 1 TFF3 (p=0,043).
U badanych pacjentow odnotowano istotng dodatnig zalezno§¢ pomigdzy KIM-1
i RBP-4 (p=0,004) oraz KIM-1 i CLU (p<0,0001), natomiast ujemng istotng zalezno$¢
pomiedzy KIM-1 i Cys C (p=0,003) oraz KIM-1 i TFF3 (p=0,006). W grupie me¢zczyzn
zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem KIM-1 istotnie ro$nie st¢zenie RBP-4 (p=0,004)

I CLU (p=0,009), a ze spadkiem KIM-1 istotnie wzrasta stgzenie Cys C (p=0,005).
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U badanych pacjentéw odnotowano istotng dodatnig zalezno$¢ pomiedzy CXCL-10
I RBP-4 (p=0,016) oraz istotng ujemng zalezno$¢ pomiedzy CXCL-10 i Cys C
(p=0,022) oraz CXCL-10 i TFF3 (p=0,034). W grupie mezczyzn natomiast stwierdzono
tylko istotng ujemng korelacje pomi¢dzy CXCL-10 i Cys C (p=0,035) oraz CXCL-10
I TFF3 (p=0,037). U badanych pacjentow wykazano takze istotng dodatnig korelacjg
pomiedzy OPN i RBP-4 (p=0,010). Taka samga istotng zalezno$¢ zaobserwowano
w grupie mezczyzn (p=0,007). W grupie pacjentdw po przeszczepie nerek stwierdzono
istotny dodatni zwigzek migdzy Cys C 1 TFF3 (p<0,0001) oraz ujemny pomig¢dzy Cys C
I CLU (p=0,002). W grupie mgzczyzn wykazano takie same zaleznosci migdzy Cys C
I TFF3 (p<0,0001) oraz Cys C i CLU (p=0,002). Ponadto w grupie wszystkich
badanych pacjentow stwierdzono istotng dodatnig korelacje pomigdzy RBP-4 i CLU
(p=0,023) oraz ujemng pomi¢dzy TFF3 1 CLU (p=0,002). W grupie me¢zczyzn
wykazano istotng ujemng korelacje pomiedzy TFF3 i CLU (p=0,033) (Tab. 27,
Tab. 28). Natomiast w grupie kobiet stwierdzono istotng dodatnig zalezno$¢ pomigdzy
KIM-1 i CLU (p=0,002), CXCL-10 i RBP-4 (p=0,001) oraz Cys C i TFF3 (p=0,016)
oraz ujemng pomiedzy KIM-1 i TFF3 (p=0,017) oraz TFF3 i CLU (p=0,025).
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Tabela 27. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stgzeniami biomarkerow oznaczonych w surowicy metodg Luminex u badanych

po roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

. KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL -0,45 0,055 -0,39 0,097 -0,17 0,488 0,41 0,084 -0,43 0,066 0,64 0,003 -0,50 0,028
KIM-1 044 0057 030 0,214 -065 0,003 062 0,004 -060 0,006 0,80 <0,0001
CXCL-10 033 0,169 -052 0,022 054 0,016 -049 0,034 0,38 0,113
OPN -0,13 0604 057 0010 -0,27 0,493 0,27 0,260
CysC -0,35 0,141 0,81 0,000 -0,65 0,002
RBP-4 -0,37 0,115 0,52 0,023
TFF3 -0,66 0,002

Tabela 28. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stgzeniami biomarkeré6w oznaczonych w surowicy metoda Luminex u badanych

mezczyzn po roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

. KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL -0,35 0,327 -043 0,213 -0,34 0,336 0,59 0,074 -0,42 0,229 0,65 0,043 -0,49 0,150
KIM-1 057 0087 047 0,168 -080 0005 069 0,028 -0,61 0,059 0,77 0,009
CXCL-10 0,13 0,724 -067 0,03 047 0,172 -0,66 0,037 0,35 0,318
OPN -0,24 0,510 0,79 0,007  -0,09 0,802 0,51 0,132
CysC -0,49 0,150 0,90 <0,0001 -0,84 0,002
RBP-4 -0,22 0,533 0,54 0,108
TFF3 -0,67 0,033
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4.3.4. Analiza zwigzkéw pomiedzy biomarkerami ocenianymi w moczu metoda

Luminex

W przypadku oznaczenia biomarkerow w moczu z wykorzystaniem metody
Luminex u badanych pacjentéw w pierwszym dniu po przeszczepie nerek stwierdzono
istotng dodatnig zalezno$¢ pomigdzy NGAL i CXCL-10 (p<0,0001) oraz OPN
(p=0,028) i TFF3 (p<0,0001). W grupie mezczyzn wykazano, ze wraz ze wzrostem
NGAL istotnie wzrastato stezenie KIM-1 (p=0,028), CXCL-10 (p=0,002), OPN
(p=0,002), Cys C (p=0,013) i TFF3 (p<0,0001). Zauwazono, ze KIM-1 istotnie
dodatnio korelowato z OPN (p=0,015), RBP-4 (p=0,031) i CLU (p=0,021) u badanych
pacjentow po przeszczepie nerki. Natomiast w grupie me¢zczyzn stwierdzono istotng
dodatnig zalezno$¢ pomigdzy KIM-1 i CXCL-10 (p=0,003), OPN (p=0,005), Cys C
(p<0,0001), TFF3 (p=0,044) oraz CLU (p=0,019). U badanych pacjentow zauwazono
takze istotny dodatni zwigzek pomigdzy CXCL-10 i OPN (p=0,011), Cys C (p<0,0001),
RBP-4 (p=0,012) oraz CLU (p<0,0001). Natomiast w grupie m¢zczyzn odnotowano
istotng dodatnig korelacje pomigdzy CXCL-10 i OPN (p<0,0001), Cys C (p=0,002) oraz
TFF3 (p=0,009). Zauwazono, ze OPN wykazywat istotng dodatnig zalezno$¢ z RBP-4
(p=0,015) i CLU (p=0,012), a w grupie mezczyzn stwierdzono istotng dodatnig
korelacj¢ z Cys C (p=0,005) i TFF3 (p=0,013). U badanych pacjentéow stwierdzono
takze istotng dodatnig korelacje pomigdzy Cys C 1 TFF3 (p=0,013). W grupie me¢zczyzn
zauwazono, ze wraz ze wzrostem Cys C istotnie wzrastalo stezenie RBP-4 (p=0,038)
(Tab. 29, Tab. 30). W przypadku grupy kobiet wykazano istotng dodatnig korelacje
pomiedzy NGAL i CXCL-10 (p=0,007), a takze NGAL i TFF3 (p=0,002), CXCL-10
i OPN (p=0,030) oraz CXCI-10 i TFF3 (p=0,004).
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Tabela 29. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami biomarkerow oznaczonych w moczu metodg Luminex u badanych

w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

. KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,41 0,081 0,77 <0,0001 050 0,028 0,39 0,094 -0,05 0,853 0,88 <0,0001 0,51 0,026
KIM-1 0,42 0,073 0,55 0,015 0,40 0,088 049 0,031 0,17 0,474 0,53 0,021
CXCL-10 0,57 0,011 0,82 <0,0001 0,57 0,012 0,16 0,504 0,74  <0,0001
OPN 0,29 0,229 0,55 0,015 0,31 0,190 0,56 0,012
CysC 0,34 0,161 0,56 0,013 0,30 0,218
RBP-4 -0,24 0,318 -0,13 0,586
TEF3 0,44 0,058

Tabela 30. Wspoétczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stgzeniami biomarkeréw oznaczonych w moczu metoda Luminex u badanych

me¢zczyzn w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

. KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,69 0,028 085 0,002 0,84 0,002 0,75 0,013 0,32 0,365 0,94 <0,0001 0,41 0,244
KIM-1 0,83 0,003 0,81 0,005 0,91 <0,0001 0,39 0,270 0,64 0,044 0,72 0,019
CXCL-10 0,96 <0,0001 0,84 0,002 0,48 0,162 0,77 0,009 0,54 0,108
OPN 0,81 0,005 0,44 0,200 0,75 0,013 0,50 0,138
CysC 0,66 0,038 0,59 0,074 0,60 0,067
RBP-4 0,02 0,960 0,14 0,701
TFF3 0,45 0,187
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Analizujagc wyniki badan biomarkerow o0znaczanych w moczu wszystkich
pacjentow poOl roku po przeszczepie nerek z wykorzystaniem aparatu Luminex
wykazano istotng dodatnig korelacje pomiedzy NGAL 1 Cys C (p=0,001) oraz CLU
(p=0,027). W grupie mezczyzn zauwazono, ze wraz ze wzrostem NGAL istotnie
wzrasta stgzenie KIM-1 (p=0,035), Cys C (p=0,033), TFF3 (p=0,033) oraz CLU
(p=0,003).

Analizujac  wyniki wszystkich badanych pacjentow odnotowano rowniez
dodatnig istotng korelacje pomigdzy KIM-1 i CXCL-10 (p=0,001), OPN (p=0,003), Cys
C (p=0,036), RBP-4 (p=0,028), TFF3 (p=0,046) oraz CLU (p=0,027). Natomiast
W grupie me¢zczyzn wykazano istotng dodatnig zalezno$¢ pomigdzy KIM-1 i CXCL-10
(p=0,001), OPN (p=0,027), Cys C (p=0,025) oraz CLU (p<0,0001). Ponadto w grupie
wszystkich badanych oséb stwierdzono istotny dodatni zwigzek pomiedzy CXCL-10
i OPN (p=0,005), Cys C (p=0,002) oraz RBP-4 (p=0,039), a w grupie me¢zczyzn
pomigdzy CXCL-10 i OPN (p=0,012) oraz CLU (p=0,005). W przypadku analizy
relacji OPN =z pozostalymi biomarkerami u wszystkich badanych pacjentow
stwierdzono jedynie istotng dodatnig korelacj¢ pomigdzy RBP-4 (p=0,022), natomiast
w grupie m¢zczyzn dodatnig zaleznos¢ pomiedzy OPN i1 Cys C (p=0,048) oraz CLU
(p=0,019). Z kolei analiza wynikow dotyczacych Cys C u wszystkich pacjentow
wykazala, ze wraz ze wzrostem wartosci tego biomarkera istotnie wzrasta takze st¢zenie
RBP-4 (p=0,009), TFF3 (p=0,018) i CLU (p=0,004). Natomiast w grupie mezczyzn
istotng dodatnig korelacje¢ stwierdzono pomiedzy Cys C i TFF3 (p=0,025) oraz CLU
(p=0,009). W przypadku RBP-4 wykazano istotng dodatnig zalezno$¢ pomigdzy tym
biomarkerem i TFF3 (p=0,027) oraz CLU (p=0,004), natomiast w grupie mezczyzn takg
samg zalezno$¢ stwierdzono miedzy RBP-4 i TFF3 (p=0,004). W grupie oceniangj
facznie zaobserwowano takze istotnie dodatnig korelacj¢ pomiedzy TFF3 i CLU
(p=0,036) (Tab. 31, Tab. 32). W przypadku grupy kobiet wykazano jedynie istotng
dodatnig korelacje pomiedzy KIM-1 i TFF3 (p=0,026), a takze RBP-4 i TFF3
(p=0,020).
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Tabela 31. Wspoétczynniki korelacji rang Spearmana pomig¢dzy ste¢zeniami biomarkeréw oznaczonych w moczu metodg Luminex u badanych po

p6t roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

i KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,18 0452 0,26 0274 025 0,295 0,71 0,001 041 0,080 0,39 0,096 0,50 0,027
KIM-1 0,70 0,001 0,64 0,003 0,48 0,036 050 0,028 0,47 0,043 0,61 0,005
CXCL-10 0,62 0,005 0,66 0,002 048 0,039 0,21 0,381 0,17 0,492
OPN 0,37 0,122 052 0,022 0,01 0,963 0,24 0,322
CysC 0,58 0,009 0,53 0,018 0,63 0,004
RBP-4 0,51 0,027 0,63 0,004
TFF3 0,48 0,036

Tabela 32. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami biomarkerow oznaczonych w moczu metodg Luminex u badanych

mezczyzn po pot roku po przeszcezepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

i KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,67 003 047 0,172 0,35 0,328 0,67 0,033 0,61 0,062 0,67 0,033 0,83 0,003
KIM-1 0,89 0,001 089 0,027 0,70 0,025 050 0,144 0,50 0,140 0,90 0,0001
CXCL-10 0,75 0,012 0,48 0,160 0,30 0,407 0,17 0,638 0,80 0,005
OPN 0,64 0,048 0,29 0,413 0,25 0,489 0,72 0,019
CysC 0,56 0,093 0,70 0,025 0,77 0,009
RBP-4 0,79 0,007 0,49 0,154
TFF3 0,47 0,174
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Analizowano takze warto$ci biomarkerow w moczu pacjentdow rok po
przeszczepie nerek z wykorzystaniem metody Luminex. W grupie wszystkich badanych
pacjentow stwierdzono istotng dodatnig zalezno$¢ pomigedzy NGAL 1 CXCL-10
(p=0,001), Cys C (p=0,001), RBP-4 (p<0,0001) i TFF3 (p<0,0001). W grupie m¢zczyzn
zaobserwowano takie same zaleznosci pomigdzy NGAL i CXCL-10 (p<0,001), Cys C
(p<0,001), RBP-4 (p<0,0001) oraz TFF3 (p=0,003). W grupie wszystkich badanych
pacjentow wykazano takze istotng dodatnig korelacje pomiedzy KIM-1 i CXCL-10
(p<0,0001), RBP-4 (p=0,046), TFF3 (p=0,001) oraz CLU (p=0,010), natomiast w
grupie mezczyzn stwierdzono dodatnig zalezno$¢ pomigdzy KIM-1 i TFF3 (p=0,033).
W moczu pacjentéw rok po przeszczepie nerek zauwazono, ze stezenie CXCL-10
istotnie dodatnio korelowato z Cys C (p=0,010), RBP-4 (p=0,003) oraz TFF3
(p<0,0001), natomiast w grupie mezczyzn Wykazano dodatnie istotnie zaleznoScCi
pomigdzy CXCL-10 i Cys C (p<0,0001), RBP-4 (p=0,003), TFF3 (p=0,004) oraz
pomigdzy OPN i TFF3 (p=0,043). W grupie tej wykazano réwniez, ze stezenia Cys C
istotnie wzrasta wraz ze wzrostem RBP-4 (p=0,001) oraz TFF3 (p=0,011). W grupie
mezczyzn stwierdzono takie same zalezno$ci pomigdzy Cys C i RBP-4 (p=0,001) oraz
TFF3 (p=0,005). Zauwazono istotng dodatnig korelacj¢ pomigdzy RBP-4 i TFF3
(p=0,001) oraz CLU (p=0,046). W przypadku grupy kobiet stwierdzono istotng dodatnig
korelacje pomigdzy TFF3 i NGAL (p=0,010), KIM-1 (p=0,021), CXCL-10 (p=0,010),
RBP-4 (p=0,042) oraz CLU (p=0,025). Wykazano takze istotny dodatni zwigzek
pomiedzy CLU i KIM-1 (p=0,017) oraz RBP-4 (p=0,036), a takze CXCL-10 i KIM-1
(p<0,0001) oraz NGAL i RBP-4 (p=0,025) (Tab. 33, Tab. 34, Tab. 35).
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Tabela 33. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomig¢dzy stezeniami biomarkeréw oznaczonych w moczu metodg Luminex u badanych po

roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotno$ci p=0,05)

) KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,43 0,066 0,70 0,001 0,32 0,181 0,72 0,001 085 <0,0001 0,78 <0,0001 0,39 0,101
KIM-1 0,75 <0,0001 015 0533 0,28 0,253 0,46 0,046 0,72 0,001 0,57 0,010
CXCL-10 0,39 0,103 0,58 0,010 0,64 0,003 0,82 <0,0001 0,43 0,069
OPN 0,42 0,077 0,19 0,424 0,47 0,043 -0,16 0,521
CysC 0,69 0,001 0,57 0,011 0,14 0,566
RBP-4 0,72 0,001 0,46 0,046
TFF3 0,30 0,216

Tabela 34. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomiedzy stezeniami biomarkerow oznaczonych w moczu metodg Luminex u badanych

mezczyzn po roku po przeszcezepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

) KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,56 0,093 0,94 <0,0001 0,24 0,510 0,95 <0,0001 0,91 <0,0001 0,83 0,003 0,13 0,713
KIM-1 0,61 0,062 0,24 0,506 0,57 0,084 0,48 0,162 0,67 0,033 0,39 0,265
CXCL-10 0,47 0,172 0,98 <0,0001 0,83 0,003 0,81 0,004 0,19 0,590
OPN 0,42 0,229 0,03 0,934 0,36 0,310 -0,33 0,347
CysC 0,87 0,001 0,81 0,005 0,19 0,603
RBP-4 0,62 0,054 0,22 0,533
TFE3 -0,05 0,881
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Tabela 35. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stgzeniami biomarkerow oznaczonych w moczu metodg Luminex u badanych

kobiet po roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

) KIM-1 CXCL-10 OPN CysC RBP-4 TFF3 CLU
Biomarker
R p R p R p R p R p R p R p

NGAL 0,34 0,366 0,43 0,244 0,37 0,332 0,15 0,700 0,73 0,025 0,80 0,010 0,65 0,058
KIM-1 0,93 <0,0001 -0,09 0,814 -020 0604 047 0,203 0,74 0,021 0,76 0,017
CXCL-10 0,12 0,765 -0,18 0,637 0,32 0,406 0,80 0,010 0,65 0,058
OPN 0,25 0,516 0,13 0,732 0,43 0,244  -0,12 0,765
CysC 0,20 0,606 0,10 0,798 -0,28 0,460
RBP-4 0,68 0,042 0,70 0,036
TFF3 0,73 0,025
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4.3.5. Analiza zwigzkéw pomiedzy kreatyning a biomarkerami

Analiza korelacji pomigdzy st¢zeniem kreatyniny, a stezeniem biomarkerow
w pierwszym dniu po przeszczepie nerki wykazata wiele istotnych Kkorelacji.
W badaniach z wykorzystaniem testu ELISA w grupie wszystkich badanych pacjentow
stwierdzono istotng dodatnig zalezno$¢ pomiedzy stg¢zeniem kreatyniny i NGAL
w moczu (p=0,019), KIM-1 w surowicy (p=0,032), Cys C w surowicy (p=0,002), Cys C
w moczu (p=0,001) i TFF3 w moczu (p=0,022). Natomiast w badaniach
z wykorzystaniem metody Luminex odnotowano istotne dodatnie korelacje pomigdzy
stezeniem kreatyniny i NGALw surowicy (p=0,034), NGAL w moczu (p=0,036), Cys C
w surowicy (p<0,0001), i TFF3 w surowicy (p=0,006). W grupie m¢zczyzn z kolei
wykorzystujac test ELISA wykazano istotny dodatni zwiazek pomigdzy kreatyning
i CXCL-10 w surowicy (p=0,008), CXCL-10 w moczu (p=0,019), Cys C w surowicy
(p=0,004) i Cys C w moczu (p=0,019), natomiast z zastosowaniem metody Luminex
CXCL-10 w surowicy (p=0,006) oraz Cys C w surowicy (p=0,008). Natomiast w grupie
kobiet zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem kreatyniny istotnie wzrasta stezenie
NGAL w moczu (p=0,042) oraz TFF3 w moczu (p=0,030) i TFF3 w moczu (p=0,013),
badania przeprowadzono odpowiednio z wykorzystaniem metody Luminex i ELISA
(Tab. 36).
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Tabela 36. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stezeniem kreatyniny

a stezeniami biomarkeréw u badanych w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerki (R,

rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

Kreatynina (mg/dl)

Zmienna Gru E)na:tig;jana M(e;rfz?(rgm K((;] b:| S;[y
R p R p R p

NGAL w surowicy (ELISA) 0,02 0,935 0,26 0,467 -0,32 0,406
NGAL w moczu (ELISA) 0,53 0,019 055 0,099 0,35 0,356
NGAL w surowicy (Luminex) 0,49 0,034 0,41 0,244 0,30 0,433
NGAL w moczu (Luminex) 0,48 0,036 0,60 0,067 0,68 0,042
KIM-1 w surowicy (ELISA) 0,49 0,032 0,47 0,174 0,28 0,460
KIM-1 w moczu (ELISA) -0,14 0581 -0,03 0,934 -0,20 0,606
KIM-1 w surowicy (Luminex) 0,13 0,584 0,28 0,428 0,12 0,761
KIM-1 w moczu (Luminex) 0,28 0,252 0,36 0,313 0,46 0,209
CXCL-10 w surowicy (ELISA) 0,29 0,226 0,78 0,008 -0,27 0,488
CXCL-10 w moczu (ELISA) 0,37 0,115 0,72 0,019 0,22 0,576
CXCL-10 w surowicy (Luminex) 0,38 0,108 0,79 0,006 0,07 0,865
CXCL-10 w moczu (Luminex) 0,34 0,156 0,55 0,098 0,38 0,308
OPN w osoczu (ELISA) 0,18 0,450 0,10 0,777 0,15 0,700
OPN w moczu (ELISA) 0,07 0,786 0,27 0,446 -0,53 0,139
OPN w surowicy (Luminex) 0,03 0898 -016 0,651 0,33 0,381
OPN w moczu (Luminex) -0,02 0,943 0,47 0,174 -0,25 0,516
Cys C w surowicy (ELISA) 0,66 0,002 0,82 0,004 030 0,433
Cys C w moczu (ELISA) 0,69 0,001 0,72 0,019 0,28 0,460
Cys C w surowicy (Luminex) 0,86 <0,0001 0,78 0,008 0,62 0,077
Cys C w moczu (Luminex) 0,39 0,094 0,62 0,054 -0,32 0,406
RBP-4 w surowicy (ELISA) 0,13 0,606 0,26 0,467 0,15 0,700
RBP-4 w moczu (ELISA) 0,16 0,500 0,19 0,603 -0,48 0,187
RBP-4 w surowicy (Luminex) 0,08 0,732 0,10 0,777 -0,32 0,406
RBP-4 w moczu (Luminex) 0,27 0,263 0,62 0,054 -0,62 0,077
TFF3 w surowicy (ELISA) 0,22 0,367 0,44 0,200 -0,30 0,433
TFF3 w moczu (ELISA) 0,52 0,022 0,61 0,060 0,78 0,013
TFF3 w surowicy (Luminex) 0,61 0,006 0,59 0,074 0,30 0,433
TFF3 w moczu (Luminex) 0,34 0,156 042 0229 0,72 0,030
CLU w surowicy (ELISA) -005 0,828 -050 0,243 0,02 0,966
CLU w moczu (ELISA) 0,21 0,387 0,28 0425 0,25 0,516
CLU w surowicy (Luminex) -0,10 0,673 -0,37 0,293 -0,23 0,546
CLU w surowicy (ELISA) 0,28 0,251 0,43 0,214 0,52 0,154
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Analiza stezenia kreatyniny i biomarkerow u pacjentow pot roku po
przeszczepie nerek wykazata jedynie istotny dodatni zwiazek pomigdzy kreatyning
i Cys C w surowicy (p=0,047) przeprowadzong z wykorzystaniem metody Luminex.
Natomiast analizujgc wyniki w grupie kobiet z wykorzystaniem metody Luminex
zaobserwowano istotng dodatnig zalezno$¢ migdzy stgzeniem kreatyniny i CXCL-10
w surowicy (p=0,016), Cys C w surowicy (p=0,004) i TFF3 w surowicy (p=0,050),
natomiast zastosowanie techniki ELISA wykazato istotng dodatnig korelacje pomigdzy

stezeniem kreatyniny i Cys C w surowicy (p=0,030) (Tab. 37).
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Tabela 37. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stezeniem kreatyniny

a stezeniami biomarkeréw u badanych po poét roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p;

poziom istotnosci p=0,05)

Kreatynina (mg/dl)

Grupa . . .
Zmienna badana Mf;legm }i?]tils)ty
(n=19)
R p R p R p

NGAL w surowicy (ELISA) 0,20 0411 033 0,345 0,12 0,765
NGAL w moczu (ELISA) 0,37 0,117 058 0,077 033 0,381
NGAL w surowicy (Luminex) 0,39 0,097 052 0,126 0,35 0,356
NGAL w moczu (Luminex) 0,26 0,286 053 0,111 0,18 0,637
KIM-1 w surowicy (ELISA) 0,17 0481 012 0,751 045 0,224
KIM-1 w moczu (ELISA) 0,33 0,170 0,27 0,444 050 0,170
KIM-1 w surowicy (Luminex) 0,09 0,716 029 0416 -0,07 0,862
KIM-1 w moczu (Luminex) 0,16 0504 034 0,336 0,05 0,897
CXCL-10 w surowicy (ELISA) -0,17 0,495 023 0521 -0,62 0,077
CXCL-10 w moczu (ELISA) 0,20 0418 049 0,154 0,15 0,700
CXCL-10 w surowicy (Luminex) -0,07 0,764 0,43 0,213 -0,77 0,016
CXCL-10 w moczu (Luminex) 0,18 0456 053 0,115 0,00 1,000
OPN w osoczu (ELISA) 0,17 0484 035 0,318 -0,23 0,546
OPN w moczu (ELISA) 0,31 0191 038 0,277 0,22 0,576
OPN w surowicy (Luminex) 0,00 0986 037 0,291 -0,37 0,332
OPN w moczu (Luminex) 0,20 0409 036 0,300 0,30 0,433
Cys C w surowicy (ELISA) 0,27 0255 0,07 0,841 0,72 0,030
Cys C w moczu (ELISA) 0,30 0,215 0,23 0521 042 0,265
Cys C w surowicy (Luminex) 0,46 0,047 0,22 0,544 0,85 0,004
Cys C w moczu (Luminex) 0,26 0,290 0,22 0,532 0,40 0,286
RBP-4 w surowicy (ELISA) 0,27 0,265 0,30 0,393 -0,056 0,898
RBP-4 w moczu (ELISA) 0,39 0,097 038 0,283 045 0,224
RBP-4 w surowicy (Luminex) 0,15 0535 046 0,179 -057 0,112
RBP-4 w moczu (Luminex) 0,43 0,068 0,35 0,325 0,12 0,765
TFF3 w surowicy (ELISA) 0,27 0,268 0,14 0,700 0,47 0,205
TFF3 w moczu (ELISA) 0,23 0340 0,10 0,789 045 0,224
TFF3 w surowicy (Luminex) 021 038 -001 0,973 0,67 0,050
TFF3 w moczu (Luminex) 0,11 0,657 -0,02 0,947 0,28 0,460
CLU w surowicy (ELISA) -0,17 0477 0,07 0841 -0,48 0,187
CLU w moczu (ELISA) 0,14 0566 0,17 0,638 0,02 0,966
CLU w surowicy (Luminex) 006 0792 031 0,383 -0,58 0,099
CLU w surowicy (ELISA) 0,13 0598 058 0,077 -0,25 0,516
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Analiza danych pomigdzy st¢zeniem kreatyniny i biomarkerami w surowicy
1 moczu pacjentow rok po przeszczepie wykazala jedynie istotny ujemny zwigzek
pomiedzy stezeniem kreatyniny i CLU w surowicy (p=0,021), a w grupiec me¢zczyzn
zaobserwowano istotng dodatnig korelacje pomi¢dzy kreatyning i CXCL-10 w surowicy
(p=0,033), badania byly przeprowadzone z wykorzystaniem testu ELISA. W grupie
kobiet stwierdzono zaréwno ujemny zwigzek pomiedzy kreatyning i OPN w osoczu
(p=0,016) oznaczone z wykorzystaniem testu ELISA, a takze dodatnig korelacje
pomiegdzy kreatyning i RBP-4 w moczu (0,042) i TFF3 w surowicy (p=0,025) z uzyciem
odpowiednio testu ELISA i metody Luminex (Tab. 38).
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Tabela 38. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy stezeniem kreatyniny

a stezeniami biomarkerow u badanych po roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p;

poziom istotnosci p=0,05)

Kreatynina (mg/dl)

. Grupa badana Mezczyzni Kobiety
Zmienna (n=19) (n=10) (n=9)
R p R p R p

NGAL w surowicy (ELISA) 0,15 0,552 -0,09 0,803 0,33 0,381
NGAL w moczu (ELISA) 0,24 0,318 0,19 0,603 0,42 0,265
NGAL w surowicy (Luminex) 0,18 0,463 -0,02 0,960 0,38 0,308
NGAL w moczu (Luminex) 0,22 0,355 0,16 0,650 0,47 0,205
KIM-1 w surowicy (ELISA) -0,16 0,521 -0,36 0,310 -0,13 0,732
KIM-1 w moczu (ELISA) -0,09 0,721 -0,22 0,533 -0,02 0,966
KIM-1 w surowicy (Luminex) -0,41 0,083 -0,19 0,602 -0,51 0,162
KIM-1 w moczu (Luminex) -0,05 0,842 -0,18 0,614 -0,03 0,949
CXCL-10 w surowicy (ELISA) 0,04 0,872 0,67 0,033 -0,53 0,139
CXCL-10 w moczu (ELISA) 0,11 0,650 0,20 0,580 0,07 0,865
CXCL-10 w surowicy (Luminex) -0,31 0,200 043 0,220 -0,62 0,077
CXCL-10 w moczu (Luminex) -0,01 0,957 0,08 0,828 -0,02 0,966
OPN w osoczu (ELISA) -0,43 0,069 -0,30 0,405 -0,77 0,016
OPN w moczu (ELISA) 0,25 0,309 0,04 0,907 047 0,203
OPN w surowicy (Luminex) -0,43 0,066 -0,33 0,354 -0,57 0,112
OPN w moczu (Luminex) 0,19 0,443 -0,04 0,907 0,48 0,187
Cys C w surowicy (ELISA) 0,18 0,456 -0,30 0,405 0,57 0,112
Cys C w moczu (ELISA) 0,13 0,606 0,15 0,676 0,23 0,546
Cys C w surowicy (Luminex) 0,40 0,087 0,07 0,85 0,62 0,077
Cys C w moczu (Luminex) 0,14 0,556 0,22 0,533 0,18 0,637
RBP-4 w surowicy (ELISA) -0,36 0,125 -055 0,098 -0,30 0,433
RBP-4 w moczu (ELISA) 0,38 0,111 0,04 0907 0,68 0,042
RBP-4 w surowicy (Luminex) -0,40 0,094 -0,42 0,229 -0,50 0,170
RBP-4 w moczu (Luminex) 0,40 0,087 0,22 0,533 0,58 0,099
TFF3 w surowicy (ELISA) 0,15 0,528 -0,19 0,603 0,57 0,112
TFF3 w moczu (ELISA) 0,24 0,314 0,18 0,627 0,25 0,516
TFF3 w surowicy (Luminex) 0,23 0,349 -0,22 0,533 0,73 0,025
TFF3 w moczu (Luminex) 0,19 0,437 -0,06 0,881 0,30 0,433
CLU w surowicy (ELISA) -0,53 0,021 -0,44 0,200 -0,53 0,139
CLU w moczu (ELISA) 0,16 0,518 015 0,676 -0,17 0,668
CLU w surowicy (Luminex) -0,41 0,081 -0,36 0,310 -0,30 0,433
CLU w surowicy (ELISA) 0,03 0,896 0,05 0,881 0,02 0,966
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4.3.6. Analiza zwiazkow pomiedzy eGFR a biomarkerami

Analiza zalezno$ci pomiedzy wartoSciami eGFR i biomarkerami ocenianymi
W surowicy i moczu pacjentow w pierwszym dniu po przeszczepie nerki wykazaty
istotny ujemny zwigzek pomiedzy eGFR a stgzeniem NGAL w surowicy (p=0,022),
stezeniem KIM-1 w surowicy (p=0,015), stezeniem Cys C w surowicy (p=0,005)
I w moczu (p=0,001) oraz TFF3 w moczu (p=0,004), ocenianymi testem ELISA.
Natomiast badania z wykorzystaniem metody Luminex wykazaly ujemny zwigzek
pomiegdzy stezeniem eGFR a NGAL w moczu (p=0,011), stezeniem CXCL-10 w moczu
(p=0,047), stezeniem Cys C w surowicy (p<0,0001), oraz TFF3 w surowicy (p=0,004).
W grupie mgzczyzn zaobserwowano istotng ujemng korelacje pomiedzy eGFR
i stezeniem CXCL-10 w surowicy (p=0,003), CXCL-10 w moczu (p=0,018), Cys C
w surowicy (p=0,001) i w moczu (p=0,026) badanymi z wykorzystaniem testu ELISA
oraz ujemng korelacj¢ pomigdzy eGFR i CXCL-10 w surowicy (p=0,001), Cys C
w surowicy (p=0,002) oraz RBP-4 w moczu (p=0,046) z uzyciem metody Luminex.
Natomiast w grupie kobiet stwierdzono ujemng zalezno$¢ pomigdzy eGFR i NGAL
w moczu (p=0,012), Cys C w surowicy (p=0,024) i TFF3 w moczu (p=0,006)
z wykorzystaniem metody Luminex oraz TFF3 w moczu (p=0,002) z uzyciem testu
ELISA (Tab. 39).
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Tabela 39. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy wartoscia eGFR
a stezeniami biomarkeréow u badanych w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerki (R,

rho, p; poziom istotnosci p=0,05)

eGFR (ml/min/1,73)

. Grupa badana Mezczyzni Kobiety
Zmienna (n=19) (n=10) (n=9)
R p R P R p
NGAL w surowicy (ELISA) 0,01 0,967 -0,23 0531 048 0,194
NGAL w moczu (ELISA) -0,52 0,022 -0,55 0,099 -0,42 0,262
NGAL w surowicy (Luminex) -0,38 0,110 -0,39 0,265 -0,07 0,864
NGAL w moczu (Luminex) -0,57 0,011 -0,56 0,092 -0,79 0,012
KIM-1 w surowicy (ELISA) -0,55 0,015 -0,52 0,125 -0,52 0,152
KIM-1 w moczu (ELISA) 0,09 0,723 -0,02 0947 0,32 0,404
KIM-1 w surowicy (Luminex) -0,17 0,478 -0,33 0,358 -0,09 0,811
KIM-1 w moczu (Luminex) -0,35 0,142 -0,34 0,337 -0,40 0,287
CXCL-10 w surowicy (ELISA) -0,36 0,130 -0,84 0,003 0,20 0,604
CXCL-10 w moczu (ELISA) -0,45 0,054 -0,73 0,018 -0,24 0,529

CXCL-10 w surowicy (Luminex) -0,38 0,112 -0,87 0,001 0,04 0,915
CXCL-10 w moczu (Luminex) -0,46 0,047 -0,57 0,087 -0,62 0,075

OPN w osoczu (ELISA) -0,12 0,628 -0,04 0,907 -0,01 0,983
OPN w moczu (ELISA) -0,11 0,657 -0,24 0,497 0,37 0,330
OPN w surowicy (Luminex) 0,05 0,826 0,18 0,613 -0,15 0,699
OPN w moczu (Luminex) -0,11 0,652 -0,45 0,191 -0,01 0,983
Cys C w surowicy (ELISA) -0,61 0,005 -0,88 0,001 0,00 1,000
Cys C w moczu (ELISA) -0,70 0,001 -0,70 0,026 -0,46 0,213
Cys C w surowicy (Luminex) -0,83 <0,0001 -0,85 0,002 -0,74 0,024
Cys C w moczu (Luminex) -0,41 0,084 -059 0,072 0,22 0,574
RBP-4 w surowicy (ELISA) -0,20 0,413 -0,30 0,402 -0,28 0,472
RBP-4 w moczu (ELISA) -0,14 0,566 -022 0542 0,38 0,318
RBP-4 w surowicy (Luminex) -0,15 0,549 -0,19 0,601 0,05 0,898
RBP-4 w moczu (Luminex) -0,31 0,196 -0,64 0,046 045 0,222
TFF3 w surowicy (ELISA) -0,19 0,438 -048 0,159 0,48 0,194
TFF3 w moczu (ELISA) -0,63 0,004 -059 0,072 -0,88 0,002
TFF3 w surowicy (Luminex) -0,63 0,004 -0,63 0,052 -0,41 0,273
TFF3 w moczu (Luminex) -0,45 0,053 -0,40 0,249 -0,83 0,006
CLU w surowicy (ELISA) 0,07 0,762 0,43 0,210 0,02 0,966
CLU w moczu (ELISA) -0,29 0,234 -0,38 0,281 -0,28 0,458
CLU w surowicy (Luminex) 0,17 0,494 0,35 0,325 0,27 0,486
CLU w surowicy (ELISA) -0,36 0,129 -043 0,219 -0,53 0,145
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W grupie pacjentow bez podziatu na pte¢ po pot roku od przeszczepienia nerek
wykazano istotng ujemng zalezno$§¢ pomiedzy eGFR i stezeniem NGAL w moczu
(p=0,043) badanych z wykorzystaniem testu ELISA oraz NGAL w moczu (p=0,043),
Cys C w surowicy (p=0,004) oraz TFF3 w surowicy (p=0,031), do badan wykorzystano
metode Luminex. Wykorzystujac ta samg metode Stwierdzono, badajac grupe kobiet,
dodatni zwigzek pomiedzy eGFR i CXCL-10 w surowicy (p=0,009), a takze ujemna
korelacje miedzy eGFR i Cys C w surowicy (p=0,026) i TFF3 w surowicy (p=0,032). W

grupie me¢zczyzn nie wykazano istotnych korelacji (Tab. 40).
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Tabela 40. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy wartoscia eGFR
a stezeniami biomarkeréw u badanych po pét roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p;

poziom istotnosci p=0,05)

eGFR (ml/min/1,73)

. Grupa badana Mezczyzni Kobiet

Zmienna E)n=19) z;n:l}(;) (n:9)y

R p R p R p
NGAL w surowicy (ELISA) -0,13 0,601 -035 0,328 -0,03 0,932
NGAL w moczu (ELISA) -0,47 0,043 -0,59 0,074 -0,27 0,486
NGAL w surowicy (Luminex) -0,29 0,229 -0,54 0,108 -0,23 0,559
NGAL w moczu (Luminex) -0,47 0,043 -059 0,074 -0,25 0,515
KIM-1 w surowicy (ELISA) -0,02 0,920 0,08 0,829 -0,37 0,330
KIM-1 w moczu (ELISA) -0,30 0,205 -0,21 0,556 -0,42 0,262
KIM-1 w surowicy (Luminex) 0,10 0,688 -0,12 0,748 0,15 0,694
KIM-1 w moczu (Luminex) -0,08 0,740 -0,23 0518 -0,26 0,493
CXCL-10 w surowicy (ELISA) 0,25 0,298 -0,30 0,405 0,62 0,075
CXCL-10 w moczu (ELISA) -0,27 0,266 -0,36 0,310 -0,27 0,486

CXCL-10 w surowicy (Luminex) 0,27 0,260 -0,43 0,214 0,80 0,009
CXCL-10 w moczu (Luminex) -0,14 0,556 -0,39 0,266 -0,15 0,698

OPN w osoczu (ELISA) 0,03 0,889 -0,28 0,425 0,23 0,559
OPN w moczu (ELISA) -0,12 0,616 -0,36 0,304 -0,30 0,431
OPN w surowicy (Luminex) 0,02 0,932 -0,25 0489 0,31 0,417
OPN w moczu (Luminex) -0,30 0,210 -0,22 0,533 -0,51 0,160
CysC w surowicy (ELISA) -0,33 0,170 -0,07 0,855 -0,66 0,053
CysC w moczu (ELISA) -0,21 0,387 -0,25 0,489 -0,34 0,366
CysC w surowicy (Luminex) -0,63 0,004 -042 0,229 -0,73 0,026
CysC w moczu (Luminex) -0,28 0,244 -0,24 0511 -0,52 0,152
RBP-4 w surowicy (ELISA) -0,03 0,918 -0,0 0,777 0,15 0,699
RBP-4 w moczu (ELISA) -0,31 0,195 -0,41 0,244 -0,44 0,242
RBP-4 w surowicy (Luminex) 0,28 0,246 -0,39 0,260 0554 0,130
RBP-4 w moczu (Luminex) -0,23 0,351 -0,24 0,498 -0,18 0,651
TFF3 w surowicy (ELISA) -0,34 0,152 -0,22 0,533 -0,45 0,222
TFF3 w moczu (ELISA) -0,21 0,387 -0,10 0,777 -0,58 0,104
TFF3 w surowicy (Luminex) -0,50 0,031 -0,22 0,533 -0,71 0,032
TFF3 w moczu (Luminex) -0,25 0,295 -0,02 0,960 -0,45 0,222
CLU w surowicy (ELISA) 0,15 0,542 -0,03 0934 045 0,222
CLU w moczu (ELISA) -0,12 0,629 -0,24 0,511 -0,01 0,983
CLU w surowicy (Luminex) 0,32 0,186 -0,22 0,533 0553 0,145
CLU w surowicy (ELISA) -0,21 0,390 -0,53 0,117 0,09 0,814
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Analiza zwigzkow pomiedzy wartoscia eGFR 1 st¢zeniami biomarkerow
ocenianymi u wszystkich pacjentow rok po przeszczepie nerki nie wykazata istotnych
korelacji. Natomiast w grupie mezczyzn zauwazono wykorzystujagc do badan test
ELISA dodatnig zalezno$¢ pomiedzy eGFR i RBP-4 w surowicy (p=0,043) oraz istotng
ujemng zalezno$¢ pomigdzy eGFR i CXCL-10 w surowicy (p=0,003). W grupie kobiet
z kolei wykazano istotng dodatnig korelacje pomigdzy eGFR i CLU w surowicy
(p=0,013) oraz istotng ujemng zalezno$¢ miedzy eGFR i OPN w moczu (p=0,035),
CysC w surowicy (p=0,042) i TFF3 w surowicy (p=0,010) ocenianymi
z wykorzystaniem testu ELISA. Badania tej grupy z uzyciem metody Luminex
wykazaly istotng ujemng zalezno$¢ miedzy e¢GFR i Cys C w surowicy (p=0,030),
i TFF3 w surowicy (p=0,004) (Tab. 41).
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Tabela 41. Wspotczynniki korelacji rang Spearmana pomigdzy wartoscia eGFR

a stezeniami biomarkeréw u badanych po roku po przeszczepieniu nerki (R, rho, p;

poziom istotnosci p=0,05)

eGFR (ml/min/1,73)

. Grupa badana Mezczyzni Kobiety
Zmienna (n=19) (n=10) (n=9)
R p R p R p

NGAL w surowicy (ELISA) 0,17 0,486 0,19 0,603 -0,23 0,546
NGAL w moczu (ELISA) -0,13 0,604 0,09 0,803 -0,23 0,546
NGAL w surowicy (Luminex) -0,14 0,581 0,03 0934 -045 0,224
NGAL w moczu (Luminex) -0,14 0,566 0,08 0,828 -0,27 0,488
KIM-1 w surowicy (ELISA) 0,31 0,203 0,39 0,260 -0,25 0,516
KIM-1 w moczu (ELISA) 0,07 0,770 0,42 0,229 -0,05 0,898
KIM-1 w surowicy (Luminex) 0,18 0,473 -0,02 0947 041 0,277
KIM-1 w moczu (Luminex) 0,09 0,709 0,25 0,494 0,03 0,932
CXCL-10 w surowicy (ELISA) -0,30 0,206 -0,83 0,003 0,47 0,205
CXCL-10 w moczu (ELISA) -0,14 0,581 0,14 0,701 -0,10 0,798
CXCL-10 w surowicy (Luminex) -0,01 0,974 -0,48 0,160 0550 0,170
CXCL-10 w moczu (Luminex) -0,04 0,858 0,24 0510 0,00 1,000
OPN w osoczu (ELISA) 0,44 0,057 0,15 0,676 0,53 0,139
OPN w moczu (ELISA) -0,41 0,083 0,09 0,803 -0,70 0,035
OPN w surowicy (Luminex) 0,41 0,082 0,16 0,650 0,35 0,356
OPN w moczu (Luminex) -0,40 0,086 0,15 0,676 -0,65 0,058
Cys C w surowicy (ELISA) -0,03 0,889 0,58 0,082 -0,68 0,042
Cys C w moczu (ELISA) -0,03 0,909 0,12 0,751 0,07 0,865
Cys C w surowicy (Luminex) -0,17 0,477 0,13 0,726 -0,72 0,030
Cys C w moczu (Luminex) -0,03 0,898 0,09 0,803 0,12 0,765
RBP-4 w surowicy (ELISA) 0,45 0,050 0,65 0,043 0,18 0,637
RBP-4 w moczu (ELISA) -0,23 0,336 0,10 0,777 -0,50 0,170
RBP-4 w surowicy (Luminex) 0,45 0,055 0,33 0,347 0,30 0,433
RBP-4 w moczu (Luminex) -0,19 0,448 -0,00 0,987 -0,33 0,381
TFF3 w surowicy (ELISA) -0,27 0,260 0,41 0,244 -0,80 0,010
TFF3 w moczu (ELISA) -0,21 0,387 -0,02 0,960 -0,25 0,516
TFF3 w surowicy (Luminex) -0,18 0,459 0,43 0,214 -0,85 0,004
TFF3 w moczu (Luminex) -0,13 0,598 0,19 0,603 -0,28 0,460
CLU w surowicy (ELISA) 0,21 0,397 0,24 0511 0,78 0,013
CLU w moczu (ELISA) 0,37 0,114 0,07 0855 0,50 0,170
CLU w surowicy (Luminex) 0,26 0,279 0,02 0,90 045 0,224
CLU w surowicy (ELISA) 0,15 0,545 0,26 0,467 0,05 0,898
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4.4. Poréwnanie wartosci biomarkerow uzyskanych metodami ELISA

I Luminex w grupie badanej

Do poréwnania wynikoOw uzyskanych z wykorzystaniem metod ELISA
i Luminex zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya. Poréwnanie
wykonano odrgbnie dla pobrania materiatu w pierwszym dniu (A), po pot roku (B) i rok
po przeszczepie nerki (C) oraz dla wszystkich pobran facznie. W tabeli 42
przedstawiono analiz¢ poréwnawcza wartoSci wybranych markeréw oznaczonych
metodg ELISA i Luminex w grupie badanej z trzech pobran materialu biologicznego

facznie.
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Tabela 42. Porownanie warto$ci biomarkerow W Surowicy i moczu pacjentow po przeszczepie nerki uzyskanych z wykorzystaniem metod

ELISA i Luminex (Med., mediana; Qq, dolny kwartyl; Qg, gorny kwartyl; U, warto$¢ testu Manna-Whitneya dla grup o matej liczebnosci; p,

poziom istotnosci p=0,05)

Metoda U Manna-
. ELISA Luminex Whitneya
Zmienna
Sr‘;rr:‘ga Med Qu Qq S;‘::ga Med. Qu Qq U D
NGAL w surowicy 3236 1363 6572 252,7 3319 1469 68,90 232,9 1583 0,816
NGAL w moczu 2520 8,16 3,63 16,87 4035 2075 9,80 102,3 867  <0,0001
KIM-1 w surowicy 2803 2055 14501 327.1 3752 2723 2073 3446 1150 0,007
KIM-1 w moczu 4241 0,75 0,27 1,43 2314 0,21 0,10 0,27 661 0,000
CXCL-10 w surowicy 3393 1370 1052 2871 3162 1796 7575 2505 1509 0,515
CXCL-10 w moczu 2890 2565 11,70 56,45 3665 39,11 19,85 83,28 1237 0,028
OPN w surowicy/osoczu* 3585  107,15%  72,48* 17455* 2970 8639 61,50 132,29 1317 0,082
OPN w moczu 3151 161,80 83,80 387,48 3404 19585 85728 409,86 1498 0,475
Cys C w surowicy 2022 224802 147117 275742 3633 265532 180652 354488 1269 0,044
Cys C w moczu 2987 20,33 5,80 82,25 3568 4679 1374 112,87 1334 0,100
RBP-4 w surowicy 3884 6804 5506 85,51 2671 3819 21,49 75,60 1018 0,001
RBP-4 w moczu 4878 36,54 5,59 82,15 1678 0,44 0,14 0,83 25 <0,0001
TFF3 w surowicy 4478 2035 13,29 38,15 2077 6,02 2,92 9,81 424 <0,0001
TFF3 w moczu 4206 12233 4952 268,09 2349 3539 18,24 76,40 696  <0,0001
CLU w surowicy 3468 373,13 310,29 44539 3087 31952 24891 494,16 1434 0,282
CLU w moczu 2869 6,10 2,36 41,03 3686 19,85 5,43 114,83 1216 0,021
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Nie stwierdzono istotnych roéznic w stezeniu NGAL 0znaczonego w surowicy
z wykorzystaniem metod ELISA i Luminex (p=0,816). Wykazano natomiast istotnie
wicksze warto$ci tego markera (p<0,0001) oznaczonego metodg Luminex w moczu
(Me=20,75 ng/ml) w porownaniu z wartoscig oznaczong metoda ELISA (Me=8,16
ng/ml). Do tej analizy wykorzystano wartosci $rednie z trzech réznych pobran materiatu
biologicznego. Potwierdzono to analiza dla kazdego z trzech pobran. Dzien po
przeszczepie wartoSci NGAL w moczu oznaczonego metodg LumineX byly istotnie
wyzsze (p=0,001), podobnie p6t roku (p=0,015) i rok po przeszczepie (p=0,038) nerki

w poréwnaniu do warto$ci tego biomarkera oznaczanego metoda ELISA (Ryc. 17).

NGAL [ng/ml] w surowicy NGAL [ng/ml] w moczu
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Ryc. 17. Poroéwnanie wartosci NGAL w surowicy i moczu badanych pacjentow
pobranych dzien (A), pét roku (B) i rok (C) po przeszczepie nerki z wykorzystaniem
metod ELISA i Luminex

Porownujac usrednione dane z trzech pobran (dzien, pdt roku i rok po
przeszczepie nerek) stwierdzono istotnie wigksze wartosci KIM-1 (p=0,007) oznaczane
metodg Luminex w surowicy pacjentow (Me=272,25 pg/ml) w poréwnaniu do wartosci
tego parametru oznaczonego metodag ELISA (Me=205,53 pg/ml). W szczegbétowych
poréwnaniach wykazano, ze warto$¢ KIM-1 oceniana metodg Luminex byta istotnie
wigksza w surowicy pacjentow rok po przeszczepie nerek (p=0,041) w poréwnaniu do

wartosci tego parametru uzyskanej z wykorzystaniem metody ELISA. Natomiast
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w surowicy krwi pacjentow pobranej w pierwszym dniu i pdt roku po przeszczepie
nerek wartosci KIM-1 z wykorzystaniem obu tych metod nie réznity si¢ istotnie
wzgledem siebie. Wartosci $rednia KIM-1 oznaczana w moczu pacjentdow w trzech
punktach czasowych (A, B i C) z wykorzystaniem techniki ELISA (Me=0,75 ng/ml)
byla istotnie wigcksza w poroéwnaniu do wartosci tego biomarkera (p<0,0001)
oznaczonego metoda Luminex (Me=0,21 ng/ml). Potwierdzita to analiza szczegdtowa
dla kazdego z trzech punktow czasowych pobran. Dzien po przeszczepie nerki warto$¢
KIM-1 w moczu pacjentéw oznaczona metoda ELISA byta istotnie wigksza (p<0,0001),
podobnie po6t roku (p=0,001) i rok po przeszczepie (p=0,031) w poréwnaniu do wartosci

tego biomarkera oznaczanego metoda Luminex (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Porownanie wartosci KIM-1 w surowicy i moczu badanych pacjentow
pobranych dzien (A), pét roku (B) i rok (C) po przeszczepie nerki z wykorzystaniem
metod ELISA i Luminex

Nie stwierdzono istotnych réznic w wartosciach stezenia CXCL-10 oznaczonego
W surowicy pacjentow z wykorzystaniem metod ELISA i Luminex (p=0,515).
Analizujgc wartosci Srednie z trzech pobran (dzien, pdt roku i rok po przeszczepie)
stwierdzono istotnie wigksza wartos¢ CXCL-10 (p=0,028) oznaczanego metodg
Luminex w moczu pacjentow (Me=39,11 pg/ml) wzgledem warto$ci oznaczonych

metodg ELISA (Me=25,65 pg/ml). Natomiast dokonujac szczegdélowych poréwnan
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wartosci w trzech punktach czasowych (dzien, pét roku i rok po przeszczepie nerek) nie

wykazano istotnos$ci statystycznej (Ryc. 19).

CXCL-10 [pg/ml] w surowicy CXCL-10 [pg/ml] w moczu
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Ryc. 19. Porownanie wartosci CXCL-10 w surowicy i moczu badanych pacjentow
pobranych dzien (A), pét roku (B) i rok (C) po przeszczepie nerki z wykorzystaniem
metod ELISA i Luminex

Nie wykazano istotnych rdéznic statystycznych w stezeniu OPN w
surowicy/osoczu i moczu pacjentow o0znaczanych metodami ELISA i Luminex
(odpowiednio p=0,082 i p=0,475). W analizie wzi¢to pod uwage wartosci usrednione
z pobran materialu biologicznego w trzech punktach czasowych. Szczegotowe
poréwnania stgzenia OPN badanej obiema metodami w surowicy/osoczu i moczu
pacjentdw pobranych dzien, po6t roku i rok po przeszczepie nerek rowniez nie wykazaty

istotnosci statystycznej (Ryc. 20).
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OPN [ng/ml] w osoczu (ELISA)
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Ryc. 20. Poréwnanie st¢zenia OPN w surowicy/0soczu i moczu pacjentéw pobranych
dzien po (A), pot roku (B) i rok (C) po przeszczepieniu nerki z wykorzystaniem metod
ELISA i Luminex

Stwierdzono istotnie wigksze st¢zenie Cys C (p=0,044) oznaczanego metoda
Luminex w surowicy (Me=2655,32 ng/ml) wzgledem wartosci oznaczonych metoda
ELISA (Me=2248,02 ng/ml). W analizie uwzgledniono usrednione wartosci Cys C
oznaczone w trzech punktach czasowych tacznie. W szczegotowych porownaniach
dzien, pot roku i rok po przeszczepie nerek wykazano, ze wartosci Cys C uzyskane
z wykorzystaniem metody ELISA i Luminex nie roznily si¢ istotnie. Ponadto nie
stwierdzono istotnych réznic statystycznych pomigdzy wartosciami Cys C uzyskanymi
w moczu z wykorzystaniem metod ELISA i Luminex (p=0,100). W analizie
wykorzystano wartosci usrednione uzyskane w materiale biologicznym pobranym
w trzech punktach czasowych tacznie. Potwierdzita to rowniez szczegdétowa analiza
stezenia Cys C w moczu pobranym od pacjentdw dzien, pot roku i rok po przeszczepie

nerki (Ryc. 21).
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CysC [ng/ml] w surowicy CysC [ng/ml] w moczu
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Ryc. 21. Poréwnanie st¢zenia Cys C w surowicy i moczu pacjentow pobranych dzien
(A), pot roku (B) i rok (C) po przeszczepie nerki z wykorzystaniem metod ELISA

i Luminex

Stwierdzono istotnie wyzsze wartosci RBP-4 (p=0,001) w surowicy pacjentow
pobranej w trzech punktach czasowych tacznie oznaczanego metodg ELISA (Me=68,04
mg/l) wzgledem wartosci uzyskanych z wykorzystaniem metody Luminex (Me=38,19
mg/l). Szczegdtowe pordwnania wykazaty, ze stezenie RBP-4 oceniane metodg ELISA
byto istotnie wigksze pot roku (p=0,014) i rok po przeszczepie (p=0,013) nerki
wzgledem wartosci uzyskanych z wykorzystaniem metody Luminex. Natomiast
poréwnanie warto$ci RBP-4 w surowicy pobranej od pacjentow w pierwszym dniu po
przeszczepie nerek uzyskanych z wykorzystaniem obu metod nie roznily si¢ istotnie.
Porownanie usrednionych warto$ci RBP-4 w moczu pobranego od pacjentow w trzech
punktach czasowych wykazato istotnie wyzsze wartosci tego biomarkera (p<0,0001)
oznaczanego metodg ELISA (Me=36,54 mg/l) w porownaniu do warto$ci oznaczonych
metodg Luminex (Me=0,44 mg/l). Potwierdzono to analizami szczegblowymi dla
kazdego z trzech punktow czasowych lacznie. Dzien po przeszczepie nerki stezenie
RBP-4 w moczu pacjentdow oznaczonego metoda ELISA bylo istotnie wigksze
(p<0,0001), podobnie pot roku (p<0,0001) i rok (p<0,0001) po przeszczepie niz

wartos$ci tego biomarkera oznaczanego metoda Luminex (Ryc. 22).
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RBP4 [mg/1] w surowicy RBP4 [mg/1] wmoczu
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Ryc. 22. Porownanie stezenia RBP-4 w surowicy i moczu pacjentow pobranych dzien
(A), p6t roku (B) i rok (C) po przeszczepie nerki z wykorzystaniem metod ELISA i

Luminex

Wykazano istotnie wyzsze wartosci TFF3 (p<0,0001) oznaczane w surowicy
pacjentow pobranych w trzech punktach czasowych tacznie z uzyciem metody ELISA
(Me=20,35 ng/ml) wzgledem wartosci TFF3 oznaczonych metoda Luminex (Me=6,02
ng/ml). Zostalo to potwierdzone w analizie szczegotowej dzien, pot roku 1 rok po
przeszczepie nerek. Wartos¢ TFF3 w surowicy oceniana z wykorzystaniem metody
ELISA byla istotnie wyzsza, dzien po (p<0,0001), pot roku (p<0,0001) oraz rok po
przeszczepie nerki (p<0,0001) wzgledem wartosci uzyskanych metoda Luminex. Po
usrednieniu warto$ci TFF3 0znaczanego W moczu pacjentow pobranego w trzech
punktach czasowych lacznie, stwierdzono istotnie wyzsze wartosci tego biomarkera
(p<0,0001) oznaczanego metodg ELISA (Me=122,33 ng/ml) wzgledem wartosSci
oznaczonych metoda Luminex (Me=35,39 ng/ml). Potwierdzono to réwniez analizami
szczegolowymi odrebnie dla kazdego z trzech pobran. Dzien po przeszczepie nerek
wartosci TFF3 w moczu pacjentéw oznaczonego metodg ELISA byly istotnie wyzsze
(p<0,0001), podobnie poét roku (p=0,006) i rok (p=0,010) po przeszczepie

w porownaniu do warto$ci tego biomarkera oznaczanego metoda Luminex (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Poréwnanie wartosci TFF3 w surowicy i moczu pacjentdéw pobranych dzien
(A), p6t roku (B) i rok (C) po przeszczepie nerki z wykorzystaniem metod ELISA i

Luminex

Natomiast nie wykazano istotnych roznic statystycznych w ste¢zeniu CLU
W surowicy pacjentéw pobranej dzien, p6t roku i rok po przeszczepie nerki metodami
ELISA i Luminex (p=0,282). Szczegotowe pordéwnania dotyczace stezenia CLU
w surowicy dzien, pot roku i rok po przeszczepie nerek z uzyciem obu metod rowniez
nie wykazaly istotnosci statystycznej. Po usrednieniu wartosci CLU oznaczanego
W moczu pacjentow pobranego w trzech punktach czasowych po przeszczepie nerki
stwierdzono istotnie wyzsze wartosci tego biomarkera (p=0,021) oznaczanego metoda
Luminex (Me=19,85 ng/ml) wzgledem wartosci oznaczonych metodg ELISA (Me=6,10
ng/ml). Szczegdtowe porownania wykazaty, ze warto§¢ CLU oceniana metoda Luminex
byla istotnie wyzsza tylko dzien po przeszczepie nerek (p=0,017) wzgledem wartosci
uzyskanych metodg ELISA. Natomiast warto§ci CLU 0znaczane w moczu pobranym
pot roku i rok po przeszczepie nerek z wykorzystaniem obu metod nie roznity sig

istotne mi¢dzy sobg (Ryc. 24).
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CLU [ug/ml] w surowicy CLU [ng/ml] w moczu
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Ryc. 24. Poréwnanie wartosci CLU w surowicy i moczu pacjentéw pobranych dzien
(A), pot roku (B) i rok (C) po przeszczepie nerki z wykorzystaniem metod ELISA

i Luminex
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5. Dyskusja

Posrednia ocena uszkodzenia nerek u pacjentoéw po przeszczepie allogenicznym
nerki oparta glownie na ocenie wartosci klasycznych parametréw laboratoryjnych,
W tym stezenia w surowicy elektrolitdow, mocznika, kreatyniny z oszacowaniem eGFR
oraz badanie ogolne moczu, jest niewystarczajaca. Dlatego badania nalezy poszerzy¢
0 nowe parametry, w tym biatkowe biomarkery. Sposrdd tych substancji najwiecej
nadziei budzg miedzy innymi NGAL, KIM-1, Cys C, CXCL-10 i TFF3. Zastosowanie
tych biomarkeréw pozwala na wczesniejsze 1 pewniejsze rozpoznanie uszkodzenia
nerek, co umozliwia szybkie wdrozenie odpowiedniego leczenia. Oznaczanie
w surowicy i moczu bialkowych biomarkeréw moze sta¢ si¢ z czasem rutynowym
postgpowaniem diagnostycznym u pacjentdw po przeszczepie allogenicznym nerki.
W tabeli 43 zestawione dane z pi$miennictwa naukowego i badan whasnych dotyczace
uzyskanych wartosci NGAL, KIM-1, Cys C, CXCL-10 i TFF3 w surowicy i/lub moczu

pacjentow po przeszczepieniu nerek.
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Tabela 43. Zestawienie stgzenia biomarker6w w surowicy i moczu pacjentow po przeszczepieniu nerek na podstawienie danych z pismiennictwa

naukowego i badan wiasnych (AM*, $rednia arytmetyczna; Med.**, mediana; zakres min.-max.***  zakres od wartoSci minimalnej do

maksymalnej; DGF, opdzniona funkcja przeszczepu; fDGF, funkcjonalnie opdzniona funkcja przeszczepu; IGF, natychmiastowa funkcja

przeszczepu; SGF, powolna funkcja przeszczepu; uKIM-1, KIM-1 w moczu; uCr, kreatynina w moczu; Cr, kreatynina w surowicy; ACR, ostre

odrzucanie przeszczepu)

Metoda Charakterystyka Czas PO L . e
diagnostyczna badanej grupy n przeszczepieniu Stezenie biomarkerow PiSmiennictwo
nerki
NGAL w surowicy
1 dzien 294,6** ng/ml
ELISA pot roku 66,98** ng/ml
acjenci po przeszczepieniu nerki rok 119,3** ng/ml .
e wioku od 26 do 7115 (éredni 19 1 dzich 231,7%* ng/ml Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 68,90** ng/ml
rok 158,56** ng/ml
pacjenci z DGF ., 491-1,666*** umol/l Den Akker i wsp.
ELISA pacjenci z IGF 20 I dzieh 232-481*** nmol/l (2014) P
Fluorymetria pacjenci z DGF 50 | dzieh 662,7+£97,2* ng/ml Cantallupi i wsp.
immunologiczna pacjenci bez DGF 379,7£139,7* ng/ml (2015)
pacjenci z IGF, $redni wiek 39,4 lat 45 108,1** ng/ml
ELISA pacjenci z DGFI,as’iredni wiek 46,8 14 14 dni 194,6** ng/ml Lee i wsp. (2012)
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NGAL w moczu

1 dzien 17,41** ng/ml
ELISA pét roku 5,32** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 4,25** ng/ml .
w wieku od 26 do 71 1.z, (Sredni 19 | dzien 81,64** ng/mi Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 15,13** ng/ml
rok 10,83** ng/ml
pacjenci z DGF, $redni wiek 51,6 1035** ng/ml
lat ., .
ELISA pacjenci z SGF, éredni wieu 516 lat | I dzief 248,0%* ngiml Hall i wsp. (2010)
pacjenci z IGF, $redni wiek 51,6 lat 60,5** ng/ml
. Pacjenci po przeszczepienie nerek, ., ok . .
Luminex Sredni wick 51.8 lat 233 1 dzien 5,45** pg/mmol Michon i wsp. (2021)
Dwuetapowy pacjenci z DGF, $redni wiek 51,1 18 407%* ng/ml
chemiluminescencyjny —— Iat, — 7 dni Fonseca i wsp. (2013)
test immunologiczny | Pacienci bez DGF, Sredni wiek 51,2 29 34%* ng/ml
at
pacjenci z DGFIéts;edm wiek 54,0 18 | 31,6%* pg/ml B
ELISA pacjenci z IGF. éredni wick 54,0 30 dni R Capelli i wsp. (2016)
lata 25 55,7** pg/m
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KIM-1 w surowicy

1 dzien 203,1** pg/ml
ELISA pot roku 233,4** pg/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 194,3** pg/ml .
w wieku od 26 do 71 1.z, (Sredni 19 | dzien 272,3** pg/mi Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 272,3** pg/ml
rok 222,3** pg/mi
pacjenci z dysfunkcja graftu, sredni o
wiek 41,8 lat . 6,27** ng/m|
— —— 52 3 miesigce
pacjenci z dobrze funkcjonujacym 3.28%* na/ml
ELISA graftem, $redni wiek 41,8 lat ’ g Keshavarz Shahbaz i
pacjenci z (izlsé‘liilzl;q; Ifiaftu, $redni 4,91%* ng/ml wsp. (2019)
— ! — 52 6 miesiecy
pacjenci z dobrze funkcjonujacym 3.07** na/ml
graftem, $redni wiek 41,8 lat ’ g
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KIM-1 w moczu

1 dzien 1,42** ng/ml
ELISA pot roku 0,47** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 0,30** ng/ml .
w wieku od 26 do 71 r.z. (éredni 19 1 dzieh 0,27 ng/ml Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 0,15** ng/ml
rok 0,15** ng/ml
pacjenci z dysfunkcja graftu, sredni sk
wiek 41,8 lat . 1,63 ng/mg™* Cr
jenci z dobrze funkcjonujagcym 3 miesigee
pagjenct z dc runkejonujacy 0,85 ng/mg** Cr .
ELISA graftem, Sredni wiek 41,8 lat 59 Keshavarz Shahbaz i
pacjenci z dysfunkcja graftu, sredni o wsp. (2019)
. 1.43 ng/mg** Cr
wiek 41,8 lat 6 miesiccy
pacjenci z dobrze funkcjonujacym o
graftem, $redni wiek 41,8 lat 0.86 ng/mg™* Cr
Luminex pacjenci po przeszczepieniu nerek 145 przyr;sz nie) 0,72** ng na dobe van Terzrggge)n H WSP.
pacjenci z fDGF I\/{;/tWIeku 31,5-48,5 37 4,36%* ng/mmol
ELISA —— - 3 dni Zhu i wsp. (2021)
pacjenci z IGF w wieku 32,0-50,0 103 3.70** ng/mmol
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CXCL-10 w surowicy

1 dzien 126,0** pg/ml
ELISA pot roku 156,6** pg/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 153,0** pg/ml .
w wieku od 26 do 71 1.z. ($redni 19 | dzien 138,4** pg/mi Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) p6t roku 203,4** pg/ml
rok 121,9** pg/ml
. . . 1 dzien 49,34+2,17* ng/ml
pacjenci z brakiem cech odrzucania, —
, .. 70 1 miesiac 78,27+0,39* ng/ml
sredni wiek 35,9 lat — "
ELISA 3 miesigce 88,34+6,28* ng/ml Ciiftci i wsp. (2019)
anci hami odr ni 1 dzien 45,56+2,34* ng/ml '
pacjenci 2 cechami odrzucanie, |1 [T picsige 76045438 ngiml
’ 3 miesiace 86,22+5,39* ng/ml
CXCL-10 w moczu
1 dzien 51,35** pg/mi
ELISA pot roku 16,80** pg/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek Rok 14,80** pg/ml .
w wicku od 26 do 71 r.2. (éredni 19 1 dzich 83,28 pg/ml Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 29,89** pg/ml
rok 34,59** pg/mi
o _ _ 1 dzief 65,07+24,47* ng/ml Ciftci i wsp. (2019)
pacjenci z braklem cech odrzucania, 70 1 miesiac 61,85+13,60% ng/ml
sredni wiek 35,9 lat — ”
ELISA 3 miesigce 62,13+£9,51* ng/ml
acjenci z cechami odrzucania 1 dzieh 168,94 + 60,04% ng/ml
S v v 15 1 miesiac 136,24+67,26* ng/ml
’ 3 miesiac 69,18+8,36* ng/ml
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OPN w surowicy/osoczu

1 dzien 174,6** ng/ml
ELISA pot roku 84,65** ng/mi
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 72,48** ng/ml )
w wieku od 26 do 71 1.z ($redni 19 | dzien 127 4% ng/ml Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 85,07** ng/ml
rok 63,97** ng/ml
pacjenci z ACR,IZiednl wiek 44,00 29 41,84+18,51* ng/ml
ELISA . . . - Wang i wsp. (2013)
pacjenci bez ACR, $redni wiek 19,3848.23* ng/ml
45,06
16
pacjenci po przeszczepieniu nerek, o .
ELISA sredni wiek 52,10 lat 70 72,56+42,09 15,53** ng/ml Yang i wsp. (2022)
OPN w moczu
1 dzien 134,9** ng/ml
ELISA pot roku 169,2** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 163,0** ng/ml .
w wicku od 26 do 71 r.z. (Sredni 19 1 dzich 176,3** ng/mi Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) p6t roku 215,31** ng/ml
rok 195,9** ng/ml
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Cys C w surowicy

1 dzien 3110** ng/ml
ELISA L . pot roku 1602** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek
. . rok 1653** ng/ml .
w wieku od 26 do 71 r.z. — = Prezentowane badania
. (éredni wick 51,9 lat) 19 | dzief 4036™* ng/m|
Luminex ’ pot roku 1984** ng/mi
rok 2153** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek, 49 . " Taghizadeh i wsp.
ELISA redni wick 41,18 lat 14 dni 4390+2476* ng/ml (2017)
Turbidymetryczny L . _ .
Pacjenci po przeszczepieniu nerek, 30 ponad 6 Krishnamurthy i wsp.
test , .. .. 1,404+0,25* mg/dl
. . sredni wiek 43,13 lat miesiecy (2011)
immunologiczny
Cys C w moczu
1 dzien 135,6** ng/ml
ELISA pot roku 18,69** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek 19 rok 11,04** ng/ml Prezentowane badania
w wieku od 26 do 71 r.z. ($redni 1 dzieh 136,5** ng/ml
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 30,19** ng/ml
rok 27,96** ng/ml
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RBP-4 w surowicy

1 dzien 79,66** mg/I
ELISA pot roku 63,10** mg/I
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 56,94** mg/I .
w wieku od 26 do 71 r.z. (Sredni 19 | dzieh 60,59** mg/l Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 40,53 **mg/I
rok 32,17** mg/I
Turbidymetryczny pacjenci po przeszczepieniu nerek 1 dzien 65,34+28,35* mg/l
test sredni wiek 34,1 lat 24 1 miesigc 53,13+25,52* mg/1 Zhang i wsp. (2014)

immunologiczny

RBP-4 w moczu

1 dzien 62,52** mg/I
ELISA pot roku 14,79** mg/|
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 26,65** mg/I .
w wicku od 26 do 71 r.z. (Sredni 19 1 dzich 0,79** mg/l Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 0,36** mg/I
rok 0,29** mg/l
Pacjenci po przeszczepie nerek, 9 (3,1-110) o . .
ELISA Sredni wick 3113 lat 92 miesiecy 0,47 mg/l Camara i wsp. (2004)
Pacjenci po przeszczepie nerek, 105 (30-690) o De Matos i wsp.
Sredni wick 383 lat 49 dni 0,24** mg/l (2010)
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TFF3 w surowicy

1 dzief 63,65** ng/ml
ELISA pot roku 15,73** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 16,22** ng/ml
w wieku od 26 do 71 r.z. ($redni 19 — — Prezentowane badania
wiek 51,9 Iat) 1 dzien 9,79** ng/ml
Luminex pot roku 3,52** ng/ml
rok 4,87** ng/ml
TFF3 w moczu
1 dzien 210,4** ng/ml
ELISA pot roku 106,5** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 95,16** ng/m|
w wieku od 26 do 71 r.z. ($redni 19 — P Prezentowane badania
wiek 51,9 Iat) 1 dzien 35,39 ng/ml
Luminex pot roku 34,90** ng/mi
rok 39,11** ng/mi

121




CLU w surowicy

1 dzien 423,3** pg/ml
ELISA p6t roku 353,9** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 371.,4** ng/ml .
w wicku od 26 do 71 r.z. (éredni 19 I dzich 494,2%* g/ml Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 328,5** ug/ml
rok 289,9*%* ng/ml
CLU w moczu
1 dzien 11,88** ng/ml
ELISA pot roku 5,26** ng/ml
pacjenci po przeszczepieniu nerek rok 3,68** ng/ml .
w wicku od 26 do 71 1.z (éredni 19 I dzich 119,1%* ng/mi Prezentowane badania
Luminex wiek 51,9 lat) pot roku 7,54** ng/ml
rok 10,05** ng/ml
pacjenci z DGF w wieku 47-52 lat 23 . 2999** nug/mmol . .
ELISA pacjenci bez DGF w wieku 40-58lat | 58 4 godziny 594** pg/mmol Pianta i wsp. (20158)
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5.1. NGAL jako biomarker uszkodzenia nerek

Wiele osrodkéw naukowych na $wiecie zajmuje si¢ badaniami dotyczacymi
wykorzystania SNGAL i uUNGAL do diagnostyki ostrego uszkodzenia nerek (AKI) (Ho
I wsp. 2015). Uwaza sig, ze u pacjentéw po transplantacji nerki SNGAL i uNGAL moga
by¢ wykorzystane do diagnozowania kréotko- i dlugoterminowych czynnos$ci nerek (Hall
I wsp. 2010).

Kanter i wsp. (2013) u pacjentoéw po przeszczepie nerki od zmartych dawcow z
DGF (n=15) i bez objawow tego schorzenia (n=23) stwierdzili, ze stezenie UNGAL jest
znacznie wyzsze u pacjentdow z opo6zniong funkcja przeszczepionej nerki niz
u pacjentéw bez DGF. Podobnie Nielsen 1 wsp. (2019) prowadzac badania u biorcow
nerek (n=255) zauwazyli, ze badanie st¢zenia NGAL w osoczu moze by¢
wykorzystywane do wczesnego diagnozowania DGF u pacjentoéw w krotkim czasie po
przeszczepie nerki. Jednak autorzy nie wykazali korelacji pomigdzy stezeniem NGAL
w osoczu, a funkcja graftu po 12 miesigcach od przeszczepienia nerek. Nieto-Rios
i wsp. (2016) badajac pacjentow po przeszczepie nerek (n=79) wykazali, ze poziom
uNGAL wynoszacy ponad 120 ng/ml mierzony po 48 godzinach po zabiegu
przeszczepienia moze wskazywaé na opdzniong funkcje graftu. Do takich samych
wnioskow doszli Hollmen 1 wsp. (2014) badajac poziom NGAL w surowicy pobranej
od 176 biorcéw nerek. Fonseca i wsp. (2013) badajac grupe 40 dorostych biorcoéw
nerki, wykazali, ze uNGAL jest wczesnym markerem uszkodzenia graftu. Roéwniez
Pezeshgi i wsp. (2016) analizujac SNGAL oraz Mishra i wsp. (2005) oceniajac bioptaty
nerek potwierdzili, ze NGAL moze by¢ dobrym wskaznikiem uszkodzenia nerek,
a ponadto wskazali mozliwo$¢ predykcji migdzy stezeniem sNGAL, a ostrym
uszkodzeniem nerki.

Warto zauwazy¢, ze oznaczenie st¢zenie NGAL oraz interleukiny 18 (IL-18)
w moczu moze by¢ wykorzystane do wczesnego 1 nieinwazyjnego prognozowania
zaburzen w funkcjonowaniu przeszczepionych nerek (Parikh i wsp. 2006). Co zostato
potwierdzone przez Cui i wsp. (2015). Natomiast Lee 1 wsp. (2012) oznaczajac stgzenie
NGAL i IL-18 w surowicy potwierdzili jedynie role NGAL jako wczesnego i czulego
markera dysfunkcji graftu. Hall i wsp. (2010) badajagc stezenie NGAL w moczu
pacjentdow z opdzniong funkcja przeszczepu (n=34), z powolng funkcja przeszczepu
(n=33) i natychmiastowa funkcja przeszczepu (n=24) wykazali, Ze st¢zenie tego

parametru nie roznilo si¢ u poszczegolnych grup pacjentéw. Sugeruje to, ze badanie
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poziomu NGAL nie stanowi uzytecznego markera do diagnostyki funkcji nerki po
transplantacji. Capelli i wsp. (2017) na podstawie retrospektywnej oceny danych
klinicznych i wynikow badan laboratoryjnych pacjentow po przeszczepieniu nerki
(n=43) stwierdzili, ze uNGAL wraz z innymi markerami moze by¢ przydatny w ocenie
czynnosci nerek w pierwszych 30 dniach po transplantacji. Ponadto, Lacquaniti i wsp.
(2016), badajac grupe 124 pacjentow po przeszczepie nerki odnotowali, ze zaréwno
badanie stezenia NGAL w moczu, jak i w surowicy dostarcza wiarygodnych informacji
na temat przewidywania uszkodzenia nerek. Jednak pochodzenie NGAL w surowicy
1 moczu jest rozne. NGAL we krwi pochodzi nie tylko z uszkodzonych nerek, ale takze
z puli systemowej, natomiast NGAL w moczu pochodzi z procesu syntezy zachodzacej
w dystalnej czeéci nefrondow, a nie z filtrowanej krwi (Kuwabara i wsp. 2009). W
zwigzku z tym uNGAL powinien lepiej odzwierciedla¢ uszkodzenia nerek niz sNGAL.
Jednak Li i wsp. (2019) takiej zaleznosci nie stwierdzili. W prezentowanych badaniach
réwniez zauwazono, ze zarowno ste¢zenie NGAL oznaczone w surowicy, jak moczu
odzwierciedla stan nerki niezaleznie od wyboru metody diagnostyczne;j.

W prospektywnym badaniu kohortowym 64 0s6b dorostych po przeszczepieniu
nerki stwierdzono, ze poziom NGAL w moczu byl wyzszy u biorcow z AKI
w poréwnaniu z pacjentami bez tego schorzenia (Rostami i wsp. 2013). Cigek i wsp.
(2015) zauwazyli, ze NGAL w surowicy moze by¢ stosowany do oceny stanu zapalnego
u pacjentow z przewlekla chorobg nerek, w tym po przeszczepach (n=163). Do
podobnych wnioskow doszli Matyszko 1 wsp. (2009) badajac 100 biorcow
allogenicznych nerki. Podkreslili oni znaczenie NGAL jako wczesnego i czulego
markera uszkodzenia graftu. Dodatkowo w tym samym badaniu podkreslono rolg
NGAL w wykrywaniu neurotoksyczno$ci lekow 1 monitorowaniu terapii
immunosupresyjnej. Rahimzadeh 1 wsp. (2012) badajac grupe pediatrycznych biorcow
nerki (n=27), udowodnili, ze podwyzszony poziom NGAL zarowno w surowicy, jak
I moczu po transplantacji moze wynikaé¢ ze stosowania lekow immunosupresyjnych,
a nie tylko by¢ wynikiem samego uszkodzenia graftu. Z kolei Field i wsp. (2014)
badajac grupe biorcow nerki z niezgodno$ciami w obrebie antygenow HLA, ktorzy
odrzucili przeszczep w ciggu pierwszego miesigca, zaobserwowali istotny wzrost
stezenia NGAL w surowicy juz w pierwszym dniu po zabiegu. W badaniu 12 biorcow
nerki od dawcow zywych z cechami ostrego odrzucania potwierdzonego biopsja
zauwazono, ze UNGAL jest czutym markerem do wykrywania tego typu odrzucania

(Kohei i wsp. 2013). Jafari i wsp. (2017) wykazali, ze stezenie NGAL w osoczu po
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2, 24 1 96 godzinach po przeszczepieniu nerek moze przewidywaé utrat¢ graftu
w okresie trzymiesiecznym od zabiegu. Autorzy przebadali 45 biorcow nerki wykazujac
wyzsze stezenia NGAL w osoczu u pacjentow, u ktorych doszto do utraty
alloprzeszczepu w ciggu trzech miesiecy. Ponadto badacze zaobserwowali, ze stezenie
kreatyniny nie jest na tyle czulym i specyficznym parametrem, zeby stanowi¢ uzyteczny
biomarker w okresie pooperacyjnym. Natomiast w prezentowanych badaniach
zauwazono dodatnig zalezno$¢ pomigdzy stezeniem NGAL w surowicy badanych
pacjentow po przeszczepieniu nerki ocenione testem Luminex oraz w moczu ocenione
testem ELISA i Luminex, a poziomem kreatyniny w pierwszym dniu po zabiegu.
Jednak pot roku i rok od przeszczepienia nerek takiej zalezno$ci nie wykazano. Ponadto
u badanych pacjentow zauwazono, ze warto$¢ eGFR ujemnie korelowata z poziomem
NGAL w moczu oznaczonym zarowno metoda ELISA, jak i Luminex w pierwszym
dniu i po pdt roku po przeszczepieniu nerki. Ponadto w prezentowanych badaniach
zauwazono wplyw plci na omawiane zaleznosci. U badanych kobiet w pierwszym dniu
po przeszczepie nerek stwierdzono dodatnig zalezno$¢ pomigdzy stezeniem NGAL
W moczu oznaczonym metoda Luminex a poziomem kreatyniny oraz ujemng zalezno$¢
pomigdzy stezeniem eGFR 1 stezeniem NGAL w moczu oznaczonym metodg Luminex.

Heyne i wsp. (2012) badajac pacjentow z allogenicznymi przeszczepami nerki
(n=182) poddanych immunosupresji podtrzymujacej zauwazyli, ze oznaczanie poziomu
NGAL w moczu moze by¢ parametrem roznicujgcym AKI po przeszczepie od
odrzucania graftu o typie ostrym. Ponadto oznaczanie poziomu NGAL w moczu,
NGAL w surowicy oraz stosunek NGAL/kreatynina moze dostarcza¢ cennych
informacji na temat funkcji graftu, co wykazali Kielar i wsp. (2020) prowadzac badania
biorcow nerki (n=109) ze stabilng funkcja graftu rok po przeszczepie. Cantaluppi i wsp.
(2015) oceniajac stgzenie NGAL w osoczu 50 pacjentdw po przeszczepieniu nerki
wykazali, ze analiza stgzenia NGAL moze wczesniej zapowiada¢ zmiany
w funkcjonowaniu nerki niz obserwacja poziomu kreatyniny w surowicy.
W prezentowanej pracy zauwazono, ze ste¢zenie NGAL oznaczone zarOwno w surowicy,
jak 1 w moczu pacjentow po przeszczepieniu nerki zmieniato si¢ istotnie w czasie
niezaleznie od wyboru metody diagnostycznej. Roéwniez w przypadku oznaczania
NGAL w surowicy warto$ci tego parametru nie zalezg od wyboru metody. Natomiast
warto$¢ stgzenia NGAL w moczu jest wigksza przy wykorzystaniu do badania w testu

Luminex w porownaniu do testu ELISA.
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Na podstawie wynikéw badan wilasnych oraz innych autoré6w mozna stwierdzic,
ze NGAL to obiecujacy parametr, ktory moze by¢ wprowadzony do pakietu
diagnostycznego u pacjentow po przeszczepie nerki. Zarowno NGAL w surowicy jak
I W moczu wydaje si¢ przydatnym biomarkerem po przeszczepie nerki do oceny funkcji
narzadu. St¢zenie tego parametru koreluje z wieloma innymi markerami, mig¢dzy
innymi Cys C i CXCL-10 co wskazuje na istotng role¢ NGAL jako parametru

pomocniczego do catosciowego okreslenia stanu graftu.

5.2.  KIM-1 jako biomarker uszkodzenia nerek

Potencjalna rola KIM-1 jako biomarkera uszkodzenia nerek jest przedmiotem
intensywnych badan. Stwierdzono, Ze ta zewnatrzkomoérkowa ektodomena jest czulym
i swoistym markerem uszkodzenia kanalika proksymalnego (Han i wsp. 2002;
Marchewka i1 Plonka 2013). Wzrost ekspresji i wzmozonej syntezy KIM-1 wystepuje
glownie w obszarach uszkodzenia kanalikowo-migzszowego z zapaleniem
i widknieniem (Bonventre 2009).

Jin 1 wsp. (2013) wykazali, ze stezenie KIM-1 w surowicy oznaczone metoda
Luminex w pierwszych dniach po transplantacji wzrasta szybciej u pacjentdw z cechami
odrzucenia graftu (n=32) niz u biorcéw bez cech odrzucenia (n=45). Ponadto badacze
zaobserwowali, ze jednoczesne oznaczenie stezenia KIM-1 i OPN we krwi moze
odzwierciedla¢c  ryzyko immunologiczne odrzucania przeszczepu. Natomiast
w prezentowanych badaniach dzien po przeszczepieniu nerki korelacji pomigdzy tymi
markerami oznaczonymi metoda Luminex nie stwierdzono, ale wykazano taka
zalezno$¢ w badaniu z wykorzystaniem metody ELISA. Shahbaz i wsp. (2017)
prowadzili badania pacjentow z ostrym odrzucaniem graftu (n=24), przewlekla
dysfunkcjg graftu (n=19) 1 pacjentdw po przeszczepie bez cech odrzucania (n=42). Na
podstawie wynikow tych badan wykazano, ze oznaczanie stezenia KIM-1 we krwi
1 W moczu moze by¢ uzytecznym parametrem do diagnozowania pogarszajacej si¢
funkcji nerki, w tym ostrego odrzucania i przewleklej dysfunkcji graftu. Ponadto
zaobserwowano, ze im wyzsze bylo stezenie KIM-1 w moczu 1 we krwi tym nizszy byt
poziom eGFR. Podobnie w prezentowanych badaniach stwierdzono ujemng korelacj¢
pomiedzy KIM-1 w surowicy a eGFR u badanych pacjentow w pierwszym dniu po
przeszczepieniu nerek. Ponadto wykazano dodatnig zalezno$¢ pomigdzy stezeniem

KIM-1 w surowicy oznaczonym metoda ELISA, a poziomem kreatyniny u badanych
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pacjentow dzien po przeszczepieniu nerek. Nie odnotowano natomiast zalezno$ci
pomiegdzy stezeniem KIM-1, a poziomem eGFR 1 kreatyniny u pacjentéw po po6t i po
roku od transplantacji nerek. Van Timmeren i wsp. (2007) ocenili wydalanie KIM-1
z moczem u biorcow nerek (n=145). Badacze zauwazyli, ze wysokie stezenie KIM-1
w moczu bylo zwigzane z niskim klirensem kreatyniny. Dodatkowo analiza
wieloczynnikowa poziomu KIM-1 w moczu pacjentow po przeszczepieniu nerek
wykazata, ze ta glikoproteina moze by¢ niezaleznym markerem dtugoterminowe;j utraty
graftu. Stwierdzono takze, ze warto§¢ tego parametru nie zalezy od cech
fizykochemicznych moczu i nie wptywaja na jego warto$¢ substancje zawarte w moczu
(Lisowska-Myjak 2010; Timmeren i wsp. 2007). Szeto i wsp. (2010) prowadzac
badania 63 biorcow nerek wymagajacych biopsji ze wzgledu na pogarszajaca si¢
funkcje nerki oraz podejrzenie mechanizmu odrzucania wykazali, ze analiza st¢zenia
KIM-1 dostarcza cennych informacji prognostycznych na temat funkcji nerki
przeszczepionej, w tym dotyczacych 0Szacowania czasu wystgpienia odrzucenia
przeszczepu. Natomiast Zhu 1 wsp. (2021) prowadzac badania u 140 biorcow nerek
wykazali, ze KIM-1 moze by¢ parametrem stuzacym ocenie graftu, w krotkim czasie po
transplantacji. Natomiast w prezentowanych badaniach zaobserwowano, ze warto$¢
stezenia KIM-1 oznaczanego w moczu zmienia si¢ istotnie w czasie niezaleznie od
metody diagnostycznej. Badania wlasne wykazaty rowniez, ze w przypadku oznaczania
KIM-1 w surowicy krwi istotnie wyzsze warto§ci wystgpuja podczas oceny tego
biomarkera metoda Luminex, a w przypadku oznaczania KIM-1 w moczu wyzsze
wartosci wystepuja w przypadku wykorzystania do oznaczenia testu ELISA.

Na podstawie wynikéw badafh wlasnych oraz innych autoréw mozna stwierdzic,
ze KIM-1 to obiecujacy parametr, ktory moze by¢ wprowadzony do pakietu
diagnostycznego u pacjentow po przeszczepie nerki. W prezentowanych badaniach
wykazano, ze KIM-1, zwlaszcza oznaczany w surowicy jest przydany w ocenie funkcji
nerki po przeszczepie, poniewaz w pierwszym dniu po przeszczepieniu koreluje istotnie
z poziomem kreatyniny i eGFR. Wskazuje to na jego istotng role w ocenie

krotkoterminowej u pacjentdw po przeszczepie nerki.

5.3.  CXCL-10 jako biomarker uszkodzenia nerek

CXCL-10 jako bialko znajdujace si¢ U wielu komodrek, w tym komodrkach

immunokompetentnych moze bra¢ udzial w wystepowaniu stanu zapalnego (Liu 1 wsp.

127



2011). Upatruje si¢ roli tego biatka w schorzeniach nerek, co jest przedmiotem badan
(Gao i wsp. 2020).

W prezentowanej pracy analizowano, czy CXCL10 oznaczony w surowicy
i moczu moze by¢ przydatnym markerem u pacjentow po przeszczepie nerki. Ciftci
1 wsp. (2019) badali mocz pobrany od 75 biorcéw nerki wedlug nastepujacego
schematu: przed przeszczepem, jeden i siedem dni po zabiegu transplantacji nerek oraz
jeden 1 trzy miesigce po przeszczepie. Badacze wykorzystujac metode
immunoenzymatyczng wykazali, ze st¢zenie CXCL-10 w moczu wzrasta u pacjentow
z objawami odrzucenia przeszczepu nerki, co zostato potwierdzone biopsja narzadu.
Dodatkowo poziom CXCL-10 w moczu korelowat ze stezeniem kreatyniny i warto$cia
eGFR. W prezentowanych badaniach stwierdzono, ze stezenie CXCL-10 w moczu
ocenione testem ELISA istotnie dodatnio korelowato ze stezeniem kreatyniny dzien po
przeszczepieniu nerek, ale tylko u pacjentow pici meskiej. Zaobserwowano réwniez
istotng dodatnig korelacj¢ pomiedzy st¢zeniem CXCL-10 w surowicy badanych
mezczyzn, a poziomem Kkreatyniny niezaleznie od zastosowanej metody diagnostycznej
W pierwszym dniu po zabiegu przeszczepienia. Natomiast pol roku po przeszczepieniu
nerek u badanych kobiet odnotowano istotnie ujemng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem
kreatyniny i CXCL-10 w surowicy oznaczonym metoda Luminex. Rok po
przeszczepieniu nerek u badanych m¢zczyzn zaobserwowano dodatnig istotnie korelacje
mig¢dzy poziomem CXCL-10 oznaczonym w surowicy metodag ELISA 1 kreatyning. U
badanych me¢zczyzn w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerek odnotowano istotng
ujemng zalezno$¢ pomiedzy e¢GFR, a CXCL-10 w surowicy oznaczonego obiema
metodami oraz CXCL-10 oznaczonego w moczu metoda ELISA. Natomiast u
wszystkich badanych pacjentéw w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerek CXCL-10
W moczu oznaczonym metoda Luminex korelowat istotnie ujemnie z eGFR. U kobiet
pot roku po przeszczepieniu nerki odnotowano istotnie dodatnig korelacje pomigedzy
eGFR i CXCL-10 w surowicy oznaczonego metoda Luminex. U badanych mezczyzn po
roku od przeszczepienia nerek odnotowano ujemng korelacje pomigdzy eGFR a CXCL-
10 w surowicy oznaczonym metoda ELISA. Rabant i wsp. (2015) badajac grupe
pacjentow po przeszczepie nerki (n=244) potwierdzili, ze poziom CXCL-10 w moczu
wzrasta u pacjentow z objawami wykazujacymi odrzucanie narzadu, zwlaszcza o typie
zaleznym od limfocytow T. Ponadto badacze stwierdzili, Ze stosunek CXCL-
10/kreatynina wraz z innymi parametrami moze by¢ przydatny do oceny odrzucania

przeszczepionej nerki. W badaniu retrospektywnym obejmujacym 54 biorcow nerki,
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w ktorym analizowano przypadki odrzucania przeszczepionej nerki stwierdzono, ze
ekspresja mMRNA CXCL-10 u tych pacjentow byta wyzsza niz u 0sob z grupy kontrolne;j
(Matz i wsp. 2006). Zwigkszong ekspresje genu CXCL-10 zauwazono juz kilka dni
przed rozpoczeciem procesu odrzucania o typie ostrym. Doniesienia te potwierdzaja
wyniki badan Tatapudi i wsp. (2004), ktérzy badajac 63 probki moczu pochodzace od
biorcoOw nerek (n=58) wykazali, ze przy odpowiednim punkcie odcigcia poziom mRNA
CXCL-10 cechuje si¢ 100% czuto$cig w ostrym odrzucaniu narzadu. Rotondi 1 wsp.
(2004) badajac pacjentdow po przeszczepie nerki pochodzacej od dawcy zmarlego
(n=316) zauwazyli, ze przed przeszczepem nalezaloby oznaczaé st¢zenie IP-10.
Stwierdzono, ze analiza poziomu CXCL-10 w surowicy moze mie¢ znaczenie
predykcyjne utraty przeszczepu nerek w perspektywie dtugoterminowej, a co za tym
idzie umozliwia dopasowanie schematu leczenia immunosupresyjnego celem uniknigcia
odrzucania przeszczepu. Lazzeri i wsp. (2005) w badaniach retrospektywnych
obejmujacych 316 zmartych biorcéw nerek zaobserwowali, ze poziom CXCL-10
powyzej 150 pg/ml w surowicy pobranej przed zabiegiem transplantacji moze
zapowiada¢ zarowno odrzucanie o typie ostrym, jak i o typie przewleklym. Jackson
I wsp. (2011) przeprowadzili badania z wykorzystaniem metody opartej na fluorymetrii
fazy statej Luminex w moczu pacjentéw pediatrycznych (n=46) 1 osob dorostych (n=79)
po transplantacji nerek oraz zdrowych osob (n=31), stanowigcych grup¢ kontrolna.
Stwierdzono, ze pomiar st¢zenia chemokiny CXCL-10 w moczu jest bardziej czutym
parametrem niz oznaczanie poziomu kreatyniny w diagnostyce ostrego odrzucania
przeszczepu nerek lub zakazenia wirusem BK. Niestety badacze wykazali takze, ze
podwyzszony poziom CXCL-10 w moczu nie pozwala na identyfikacje tego typu zmian
W nerce przeszczepionej i nie rézni si¢ znaczaco od grupy kontrolnej. W badaniach
wlasnych stwierdzono istotne roéznice pomiedzy mediang CXCL-10 oznaczonego w
surowicy metodg ELISA po6t roku i roku po przeszczepie w poroOwnaniu do grupy
kontrolnej, natomiast w przypadku oznaczania metoda Luminex wykazano, ze CXCL-
10 w moczu rézni si¢ istotnie od grupy kontrolnej dzien i pdt roku po przeszczepie.
Weseslindtner i wsp. (2020) badaniach retrospektywnych obejmujacych 95 biorcow
nerek zaobserwowali, ze stezenie chemokiny CXCL-10 ro$nie wraz z replikacjg wirusa
BK i koreluje z rozwojem nefropatii wywotanej wirusem. W prezentowanych badaniach
w przypadku oznaczania CXCL-10 w moczu stwierdzono istotnie wyzsze wartosci tego
biomarkera oznaczone testem Luminex, natomiast wydaje si¢, ze wybor metody przy

oznaczaniu CXCI-10 w surowicy nie ma znaczenia.
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Na podstawie badan wilasnych oraz innych badaczy, stwierdzono ze CXCL-10
moze stuzy¢ jako biomarker pomocniczy w monitorowaniu pacjentOw po przeszczepie.
Dodatkowo CXCL-10 koreluje z innymi parametrami, w tym RBP-4, TFF3 i Cys C, co

wskazuje na jego duzg wartos¢ diagnostyczna.

5.4.  OPN jako biomarker uszkodzenia nerek

Rola osteopontyny jako inhibitora kalcyfikacji zostata potwierdzona w licznych
badaniach. Podobnie stwierdzono uzyteczng warto$¢ tego parametru w chorobach
nerek. Rouschop i wsp. (2006) prowadzac badania obejmujace pacjentow po
przeszczepie nerek, w tym z cechami odrzucania (n=23) i bez cech odrzucania (n=9)
stwierdzili, ze poziom osteopontyny w osoczu byt znacznie wyzszy u pacjentéw bez
cech odrzucania niz w osoczu 0s6b zdrowych. Ponadto badacze nie stwierdzili korelacji
pomiedzy stezeniem OPN w kanalikach nerkowych, a stgzeniem OPN w osoczu. Alchi
1 wsp. (2005) badali bioptaty nerki pobrane od pacjentéw z ostrym odrzuceniem nerek
(n=22), bioptaty protokolarne bez odrzucenia (n=9) oraz okotooperacyjne bioptaty od
dawcow (n=35) pod katem wewnatrznerkowej ekspresji OPN. Badacze wykazali wzrost
poziomu tego biatka w bioptatach alloprzeszczepu nerki z ostrym odrzuceniem. Wang
i wsp. (2013) zauwazyli, ze poziom OPN w plynach ustrojowych, szczegélnie
W o0soczu, pozwala przewidzie¢ i oceni¢ cigzkos¢ ACR u biorcoOw przeszczepow nerki.
Wyniki badan diagnostycznych pokrywaly si¢ ze zmianami widocznymi w obrazie
bioptatu pobranego w tym samym czasie. W alloprzeszczepach nerki silng ekspresje
OPN w nabtonku kanalikow proksymalnych odnotowano w bioptatach pobranych
w krotkim czasie po przeszczepie. Natomiast u pacjentdw, ktdrzy nie doswiadcezyli
epizodow odrzucenia, ekspresja OPN w nabtonku kanalikow proksymalnych byla
znacznie nizsza (Xie i wsp. 2001). Natomiast Hudkins i wsp. (2001) w bioptatach
pobranych od dawcow nerek (n=7) 1 bioptatach przeszczepu nerki z toksycznoscig
cyklosporyny A (n=23) stwierdzili, ze ekspresja OPN w nablonku kanalikéw
proksymalnych byta umiarkowana w poréwnaniu z bioptatami graftu, ktore
wykazywaly cechy odrzucania. Badajac pacjentow z ostrym odrzuceniem przeszczepu
(n=32) oraz grupe bez odrzucenia (N=45) Jin i wsp. (2013) udowodnili, ze st¢zenie
OPN w surowicy pacjentow z ostrym odrzucaniem przeszczepu byto duzo wyzsze niz
u pacjentow niewykazujacych epizodow odrzucania graftu. W badaniach Mansour

1 wsp. (2021) obejmujacych 1298 dawcdw 1 2430 biorcow nerek stwierdzili, ze stosunek
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uromoduliny do osteopontyny <3 chroni przed niepowodzeniem i odrzuceniem
przeszczepu powiklanego $miercig biorcy oraz przed $miercig z innej przyczyny.
Ouyang i wsp. (2010) w badaniach na modelu szczurzym wykazali, ze ekspresja OPN
wzrasta w ostrym odrzucaniu nerki, zwlaszcza w poczatkowym etapie. W badaniach na
grupie 70 biorcéw nerki pochodzacych z Tajwanu wykazano, ze st¢zenie OPN
w surowicy krwi moze stanowi¢ wskaznik hospitalizacji po transplantacji nerki oraz
$miertelnosci (Yang i wsp. 2022). Analizujgc dostepne pismiennictwo naukowe
stwierdzono, ze w tych badaniach stezenie OPN oznaczane jest gtéwnie w bioptatach
nerki lub w surowicy. W prezentowanych badaniach wykazano, ze stezenie OPN
W surowicy oznaczone z uzyciem obu metod zmienia si¢ istotnie w czasie. OPN
w surowicy/osoczu nie korelowat istotnie ani ze stgzeniem kreatyniny ani z eGFR
w zadnym punkcie czasowym, tj. dzien po, pot roku po i rok po przeszczepie nerek
zarowno u wszystkich badanych, jak i w grupie m¢zczyzn. Natomiast wykazano istotny
ujemny zwigzek pomiedzy stezeniem kreatyniny i OPN oznaczonym w osoczu
badanych kobiet z wykorzystaniem testu ELISA rok po przeszczepieniu nerek.
W prezentowanych badaniach dokonano réwniez oceny stezenia OPN w moczu.
Stwierdzono, ze st¢zenie OPN w moczu oznaczone metoda ELISA zmienia si¢ istotnie
W czasie. Zauwazono takze istotnie ujemng korelacje pomie¢dzy stezeniem OPN
w moczu kobiet rok po przeszczepieniu nerek oznaczonym metoda ELISA i warto$cia
eGFR. Moze to $wiadczy¢ o przydatnosci tego markera w ocenie dlugoterminowej po
przeszczepie. Dodatkowo zauwazono, ze wybdr metody diagnostycznej nie wptywa na

wartosci OPN oznaczane w surowicy 1 moczu pacjentow.

5,5. Cys C jako biomarker uszkodzenia nerek

Do oceny funkcji nerek mozna wykorzysta¢ takze cystatyne C jako marker
filtracji ktebuszkowej. Stwierdzono, ze st¢zenie Cys C we krwi zalezy od wielkoSci
przesaczania, natomiast st¢zenie cystatyny C w moczu jest wypadkowa filtracji
klebuszkowej oraz zdolnosci resorpcyjnej kanalikow proksymalnych (Cabarkapa 2015).

Krishnamurthy i wsp. (2011) badajac grupe 30 pacjentow powyzej 6 miesiecy
po przeszczepie nerki i stabilng funkcjg nerki oraz 29 osob zdrowych stanowigcych
grup¢ kontrolng zaobserwowali, Ze stezenie kreatyniny oraz stezenie Cys C w surowicy
byly istotnie wyzsze u biorcoOw nerki niz w grupie kontrolnej, co potwierdzone zostato

rowniez w badaniach wiasnych przy wykorzystaniu metody ELISA dzien, pét roku i po
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roku od zabiegu przeszczepienia. W przypadku metody Luminex istotne rdznice
pomiedzy grupa badang, a kontrolng odnotowano w moczu dzien, pét roku i rok po
przeszczepie. Wskazuje to, ze stezenie Cys C jest cenniejszym parametrem niz stezenie
kreatyniny w ocenie funkcji nerek u biorcow nerek. Stwierdzono réwniez, ze Cys C
moze shuzy¢ jako dodatkowy parametr w  dostosowaniu dawki lekow
immunosupresyjnych. W badaniu prospektywnym obejmujacych 49 pacjentoéw po
przeszczepie nerki pobierano krew zgodnie ze schematem: 3, 8 i 14 dni po
transplantacji (Taghizadeh-Afshari i wsp. 2017). Badacze zaobserwowali, ze st¢zenie
Cys C w surowicy w trzecim dniu wykazuje wigkszg czulo§¢ w pordéwnaniu do
kreatyniny w przypadku obnizenia si¢ eGFR ponizej 60ml/min/1,73 m2. Do podobnych
wnioskow doszli Le Bricon 1 wsp. (1999) w badaniu 30 biorcéw nerek. Zauwazyli oni,
ze w czasie czterech pierwszych dni po przeszczepie zmniejszanie stezenia Cys C
w osoczu byto szybsze niz w przypadku kreatyniny. W prezentowanej pracy wykazano,
ze stezenie Cys C zmienia si¢ istotnie w czasie zardwno w surowicy, jak i moczu
badanych pacjentoéw z wykorzystaniem do oceny obu metod. Zhou i wsp. (2022)
badajac pacjentow po przeszczepie nerki (n=198) stwierdzili, ze Cys C w surowicy
cechuje si¢ zar6wno wysoka czutoscia, jak 1 swoistoscig w przewidywaniu opdznionej
funkcji przeszczepu. Z kolei u biorcow pediatrycznych (n=24, $rednia wieku: 10,5),
u ktorych codziennie oznaczano kreatyning i Cys C w surowicy wykazano, ze nie ma
istotnych r6znic w wykrywaniu ostrej dysfunkcji przeszczepu w tej grupie (Slort i wsp.
2012). Prawdopodobnie wzrost stezenia Cys C kilka godzin lub dni po przeszczepie
nerki wynika z podawania lekéw immunosupresyjnych 1 w zwigzku z tym nie
odzwierciedla prawidlowo zmian w szybkosci filtracji kigbuszkowej (Pdge 1 wsp.
2004). W zwiazku z tym Geramizadeh i wsp. (2009) badajac grupe 60 pacjentdow po
przeszczepie nerki uznali, ze Cys C w surowicy moze by¢ uzytecznym markerem
oceniajagcym funkcje graftu, ale po tygodniu od transplantacji. W badaniu wiasnym
stezenie Cys C w surowicy 1 w moczu oznaczone z wykorzystaniem metody ELISA
istotnie korelowaly dodatnio z kreatyning zardwno u wszystkich badanych pacjentow
bez podziatu na pte¢, jak i w grupie me¢zczyzn dzien po przeszczepieniu nerek. Podobng
zalezno$¢ wykazano w stezeniu Cys C w surowicy oznaczanym metoda Luminex.
U badanych pacjentéw pot roku po przeszczepieniu nerek odnotowano istotnie dodatnig
korelacje pomigdzy stezeniem kreatyniny, a Cys C w surowicy oznaczonym metoda
ELISA, natomiast stezenie Cys C w surowicy oznaczone metoda Luminex korelowato

dodatnio z kreatyning u wszystkich badanych pacjentow oraz w grupie kobiet. Z kolei
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w pierwszym dniu po przeszczepieniu nerek zaobserwowano istotnie ujemng zalezno$¢
pomi¢edzy eGFR a Cys C w surowicy oznaczong z wykorzystaniem obu metod
i w moczu oznaczonej metodg ELISA zarowno u wszystkich badanych pacjentow, jak
1 w grupie mezczyzn. Ponadto, w grupie badanych kobiet istotnie ujemna korelacja
wystepowata pomigdzy eGFR, a stgzeniem Cys C w surowicy ocenianym metoda
Luminex w pierwszym dniu oraz po6t roku po przeszczepieniu nerek. Podobng zaleznos¢
odnotowano u wszystkich badanych pacjentéw. Ponadto rok po przeszczepieniu nerek
zaobserwowano istotnie ujemna korelacj¢ pomiedzy stezeniem Cys C w surowicy
0znaczonym z uzyciem obu metod a eGFR.

Wydaje sig¢, ze oznaczanie Cys C w surowicy i moczu ma podobng wartos¢
diagnostyczng w monitorowaniu pacjentow po przeszczepie nerki. Wybor metody
oznaczania Cys C w surowicy ma istotny wptyw na stezenie tego biomarkera, warto$ci
oznaczone testem Luminex byly wyzsze wzgledem warto$ci uzyskanych
z wykorzystaniem testu ELISA. Natomiast w przypadku oznaczania Cys C w moczu

takiej zalezno$ci nie odnotowano.

5.6. RBP-4 jako biomarker uszkodzenia nerek

Stwierdzono, Ze oznaczenie stgzenia RBP w moczu moze by¢ markerem
uszkodzenia kanalikow proksymalnych. Zwigkszenie st¢zenia RBP w moczu jest
spowodowane duzym stezeniem tego biatka w surowicy zwigzane z upo$ledzeniem
funkgji filtracyjnej nerek lub zmniejszonej resorpcji kanalikowej w wyniku uszkodzenia
komorek kanalikow proksymalnych (Camara 1 wsp. 2004). RBP wykazuje stabilnos¢
W moczu, a na zwigkszenie stezenia tego biatka w surowicy wplywa niewydolnos¢
nerek (Kirsztajn i wsp. 2000).

W badaniach obejmujacych dorostych biorcow nerek (n=50), wykazano ze
stosunek RBP-4/kreatynina w moczu korelowal z poziomem kreatyniny w surowicy
(Jeon 1 wsp. 2022). Stwierdzono réwniez, ze stosunek ten byl wyzszy u pacjentow
z eGFR ponizej 60ml/min/1,73 m? w poréwnaniu do pacjentow z eGFR powyzej
60ml/min/1,73 m?. Ponadto badacze dowiedli, ze stosunek RBP-4/kreatyniny w moczu
byl wyzszy u pacjentéw z szybkim pogorszeniem funkcji nerek (n=19) niz u pacjentow
ze stabilng funkcja graftu (n=31). Wskazuje to, ze biatko wigzace retinol 4 moze by¢
markerem predykcyjnym pogarszajacej si¢ funkcji nerki po przeszczepie. W badaniu

221 pacjentdow po transplantacji nerek, Hosaka i wsp. (2003) zaobserwowali, ze
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u pacjentow z prawidlowa funkcja graftu (stg¢zenie kreatyniny od 0,5 dol,6 mg/dl) w
ciggu pierwszych 3 miesiecy, stezenie RBP w moczu wyzsze niz 0,6 mg/dl wigzato si¢
z dysfunkcja przeszczepu po roku. Z kolei Li 1 wsp. (2018) przebadali 180 pacjentow
z glomerulopatiag po przeszczepie pod katem klinicznym 1 laboratoryjnym. Badacze
udowodnili, ze stezenie RBP-4 w moczu obok innych parametrow laboratoryjnych
moze by¢ uzytecznym predyktorem funkcji nerki po przeszczepie. Natomiast Camara
1 wsp. (2004) w badaniach prowadzonych przez pi¢¢ lat obejmujacych 192 pacjentow ze
stabilng funkcja graftu wykazali przydatno§¢ RBP w prognozowaniu przewleklej
nefropatii alloprzeszczepu oraz jego utraty. de Matos i wsp. (2010) w badaniach
obejmujacych pacjentéw po przeszczepie nerki ze stabilng funkcjg graftu (n=49),
zaobserwowali, ze stezenie RBP-4 w moczu moze wzrasta¢é w perspektywie
dhlugoterminowej po przeszczepie nerek pomimo braku zmian w morfologii narzadu.
W prezentowanych badaniach zalezno$¢ ta nie zostala potwierdzona, st¢zenie RBP-4
w moczu spadalo istotnie w ciggu roku od przeszczepu. Podobne wyniki otrzymali
Zhang i wsp. (2014), zauwazyli oni istotny spadek stezenia RBP-4 po przeszczepieniu
nerek. Requido-Mourai wsp. (2018) badajac prospektywnie biorcow nerek (n=152),
stwierdzili Zze pacjenci z wysokim stezeniem RBP-4 w moczu podczas aktywnego
zakazenia CMV wykazywali znacznie gorszg funkcje przeszczepionego narzadu niz
pacjenci z niskim poziomem uRBP-4. Zhang i wsp. (2014) przebadali surowice
pochodzaca od 24 pacjentow wedlug schematu: przed przeszczepem, 1 dzien po
przeszczepie, tydzieh po przeszczepie 1 miesigc po przeszczepie. Badacze
zaobserwowali, ze st¢zenie RBP4 w surowicy przed przeszczepem bylo istotnie wyzsze
niz po przeszczepie nerek, natomiast warto$ci te byly nadal wyzsze niz w grupie
kontrolnej. Dodatkowo badacze wykazali dodatnig korelacj¢ pomigdzy stezeniem
RBP-4 w surowicy przed i po przeszczepie, a stezeniem kreatyniny, prealbuminy,
fosforanow oraz azotu mocznikowego. Natomiast stezenie RBP-4 bylo ujemnie
skorelowane z warto$cia eGFR. W badaniach wlasnych natomiast zaobserwowano
ujemng korelacj¢ pomiedzy poziomem RBP-4 w moczu oznaczonym z uzyciem metody
Luminex, a warto$cia eGFR u me¢zczyzn dzien po przeszczepieniu nerki. Natomiast
dodatnig  korelacje pomiedzy stezeniem RBP-4 w surowicy 0znaczonym
z wykorzystaniem testu ELISA, a eGFR wykazano u badanych pacjentow bez podziatu
na pte¢ rok po przeszczepieniu nerek.

W prezentowanej pracy wykazano, ze stezenie RBP-4 zmienia si¢ istotnie

W czasie zardOwno W surowicy, jak i moczu oznaczone z wykorzystaniem obu metod
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diagnostycznych. RBP-4 oznaczone w moczu kobiet rok po przeszczepieniu nerek
korelowato istotnie dodatnio z poziomem kreatyniny, Na podstawie prezentowanych
wynikéw badan zauwazono, ze wybor metody diagnostycznej ma wplyw na wynik tego
parametru oznaczanego zarOwno w surowicy, jak i w moczu. Wartosci stezenia RBP-4
w surowicy 1 w moczu byly wyzsze przy wykorzystaniu do oznaczenia metody ELISA
w porownaniu do metody Luminex.

Na podstawie badan wtasnych oraz innych publikacji nalezy rozwazy¢ role
RBP-4 jako samodzielnego markera do monitorowania pacjentdow po przeszczepie.
Uzyskane wyniki mimo istotnosci statystycznej wydaja si¢ nie by¢ wystarczajace, aby

RBP-4 bylo stosowane w rutynowej diagnostyce laboratoryjne;.

5.7. TFF3 jako biomarker uszkodzenia nerek

Wyniki wielu badan sugeruja, ze TFF3 pelni wiele funkcji, w tym gojenie si¢
ran, ochrong bton §luzowych, proliferacj¢ i migracj¢ komoérek. Jednak rola TFF3 nie jest
do konca poznana. Wyniki badan klinicznych 1 eksperymentalnych wskazuja, ze TFF3
bierze udzial w wielu procesach patologicznych, w tym chorobach bton §luzowych
1 nowotworéw (Kjellev 2007; Perry 1 wsp. 2008). Wykazano takze, ze peptyd ten
posiada potencjalng warto$§¢ jako biomarker, w tym przerzutow nowotworowych
(Bignottii wsp. 2008; Takano i Yamada 2009).

Stwierdzono takze, ze przewlekta choroba nerek wigze si¢ ze wzrostem stezenia
TFF3 w surowicy i moczu, ktoéry moze wynika¢ z wydzielania tego peptydu przez
uszkodzone komorki nabtonka kanalikéw nerkowych (Du i wsp. 2013). Natomiast
Endre (2014) opisali badanie przeprowadzone przez Pianta i wsp. (uniepublicznione
dane), w ktérym prowadzac badania w grupie 75 pacjentow po przeszczepie nerki
zauwazyli, ze stezenie TFF3 jest wysokie po zabiegu transplantacji, a nastgpnie spada,
niezaleznie od obecnosci DGF. W prezentowanych badaniach potwierdzono te
zalezno$¢ 1 wykazano, ze stezenie TFF3 w surowicy oznaczone metodag ELISA spada
istotnie w czasie. Pianta i wsp. (2015A) przebadali surowice¢ i mocz od 81 biorcow
nerki. Zaobserwowali oni, ze stezenie TFF3 w moczu nie jest dobrym biomarkerem do
wczesnej diagnostyki opdznionej funkcji przeszczepu.

Brak jest dostepnych publikacji naukowych, dlatego tez przedstawione badania
wlasne poszerzaja wiedze¢ na temat tego biomarkera w kontekscie funkcjonowania nerki

po przeszczepie, o czym mogg swiadczy¢ stwierdzone istotne korelacje pomiedzy TFF3
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a kreatyning i eGFR w réznym czasie. U badanych pacjentéw w pierwszym dniu po
przeszczepieniu nerek wykazano dodatnig istotng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem TFF3
W surowicy oznaczonym z wykorzystaniem metody Luminex, a kreatyning oraz
pomiedzy kreatyning a TFF3 w moczu oznaczonym metodg ELISA. U badanych kobiet
w pierwszym dniu po transplantacji stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy kreatyning,
a stezeniem TFF3 w moczu z wykorzystaniem obu metod, natomiast pot roku i rok po
przeszczepieniu nerek zaobserwowano istotng dodatnig korelacj¢ pomiedzy kreatyning
i TFF3 w surowicy oznaczonym metodg Luminex. Ponadto w pierwszym dniu po
przeszczepieniu nerek odnotowano istotng ujemng korelacje pomiedzy eGFR,
a stezeniem TFF3 w moczu oznaczonym metoda ELISA w grupie wszystkich badanych
pacjentow bez podziatu na pte¢ oraz w grupie kobiet, a takze pomigdzy eGFR i TFF3
W surowicy oznaczonym metoda Luminex w grupie wszystkich pacjentow oraz
pomiedzy eGFR i TFF3 w moczu oznaczonego metoda Luminex w grupie kobiet.
U wszystkich badanych pacjentow oraz w grupie badanych kobiet p6t roku po
przeszczepieniu nerek zaobserwowano istotng ujemna korelacj¢ pomiedzy eGFR i TFF3
w surowicy oznaczonej metoda Luminex. Natomiast u badanych kobiet rok po
przeszczepieniu nerek stwierdzono istotng ujemng korelacje pomiedzy eGFR 1 TFF3
W moczu 0znaczonym z wykorzystaniem obu metod.

W prezentowanych badaniach stwierdzono, ze wybor metody diagnostycznej
w przypadku oznaczania TFF3 w surowicy 1 moczu ma istotny wptyw na steZenie tego
biomarkera. Wartosci tego parametru oznaczone testem ELISA s3 wyzsze wzgledem
wartos$ci ocenionych z wykorzystaniem testu Luminex.

Na podstawie wynikow wiasnych i dostepnych publikacji wydaje si¢, ze TFF3
jest obiecujacym markerem do monitorowania pacjentdw po przeszczepie nerki,
jednakze nalezy do tych danych podchodzi¢ z ostrozno$cia mimo istotno$ci
statystycznej. Natomiast niewatpliwie badania te poszerzaja wiedz¢ na temat tego

biomarkera w kontekscie przydatnosci po przeszczepie nerki.

5.8. CLU jako biomarker uszkodzenia nerek

Zauwazono, ze stezenie klusteryny wzrasta w uszkodzeniu niedokrwienno-
reperfuzyjnym, w przebiegu odrzucania przeszczepionej nerki, a takze w przewleklej
chorobie nerek (Guo i wsp. 2016). Mechanizm wptywu klusteryny na uktad moczowy

nie do konca poznano. W prospektywnym badaniu obejmujacych pacjentéw po
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transplantacji nerki (n=81) Pianta i wsp. (2015B) stwierdzili, ze CLU wykazywata
potencjat jako marker do przewidywania wystgpienia op6znionej funkcji graftu w ciggu
4 godzin od zabiegu. W prezentowanych badaniach wykazano, ze stezenie CLU
W moczu oznaczone z wykorzystaniem obu metod oraz stezenie CLU w surowicy
oznaczone metoda Luminex spadato istotnie w czasie. Wyniki prezentowanych badan
wnoszg nowe wiadomosci na temat CLU jako biomarkera u pacjentow po przeszczepie
nerki. Odnotowano istotne zalezno$ci pomigedzy CLU a parametrami biochemicznymi,
takimi jak kreatynina i eGFR. U badanych pacjentow dzien po i pot roku po
przeszczepieniu nerek stezenie CLU nie korelowalo istotnie ze st¢zeniem kreatyniny.
Odnotowano natomiast istotng ujemng korelacj¢ pomig¢dzy stgzeniem CLU w surowicy
oznaczone z uzyciem metody ELISA a kreatyning u badanych pacjentow rok po
przeszczepieniu nerek. Natomiast u badanych pacjentow rok po przeszczepieniu nerek
odnotowano istotnie dodatnig korelacj¢ pomigedzy eGFR a CLU w surowicy oznaczonej
metoda ELISA. Wyniki te moga s$wiadczy¢ o przydatnosci CLU w ocenie
dlugoterminowej funkcji przeszczepu. Na podstawie prezentowanych wynikow badan
stwierdzono, ze w przypadku oznaczania st¢zenia CLU w moczu wybor metody
diagnostycznej ma wplyw na uzyskany wynik badania, poniewaz wartosci otrzymane
z wykorzystaniem metody Luminex sg istotnie wyzsze niz z uzyciem metody ELISA.
Wydaje si¢, ze CLU jest obiecujacym markerem do monitorowania pacjentow
po przeszczepie nerki, jednakze nalezy do tych danych podchodzi¢ z ostrozno$cig mimo

istotnosci statystyczne;.
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6.

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania i1 analiza wynikow pozwolily na sformutowanie

ponizszych stwierdzen i wnioskoéw.

1.

Stezenia biomarkerow w surowicy/osoczu oraz moczu oznaczone metoda
ELISA 1 fluorymetrii przeplywowej xMap Luminex u pacjentow po
transplantacji nerki zmieniaja si¢ w czasie (dzien, p6t roku i rok po
przeszczepieniu nerek).

Warto$ci  stezenia biomarkerow u pacjentdow po przeszczepieniu nerki
oznaczonych w réznych punktach czasowych dwiema metodami réznig si¢
istotnie od wartosci tych biatek oznaczonych u pacjentow z grupy kontrolnej.
Stwierdzono istotne korelacje pomiedzy stezeniami biomarkerow NGAL,
KIM-1, CXCL-10, TFF3 i Cys C w surowicy i/lub moczu pacjentow,
a stezeniem kreatyniny i warto$cia eGFR glownie w pierwszym dniu po
przeszczepieniu nerki.

Wybdr metody diagnostycznej (ELISA lub xMap Luminex) wptywa na warto$¢
stezenie badanych biomarkeréw w surowicy lub moczu z wyjatkiem st¢zenia
osteopontyny.

Na podstawie wynikdw badan wiasnych i1 innych autorow zauwazono, ze
sposrod przebadanych biomarkeréw przede wszystkim lipokalina zwigzana
z zelatynaza neutrofildéw, czasteczka-1 uszkodzenia nerek, cystatyna C,
chemokina 10 z motywem C-X-C i jelitowy czynnik trefoilowy 3 moglyby by¢
wykorzystywane do rutynowej diagnostyki funkcji nerek po transplantacji tego
narzadu. Oznaczanie rownolegle stezenia tych biomarkerow wraz z poziomem
kreatyniny i eGFR zarowno w surowicy, jak i moczu pacjentow moze
dostarcza¢ przydatnych informacji diagnostycznych.

Istnieje duza potrzeba badan z tego zakresu. Nalezatoby poszerza¢ wiedze
dotyczacych biomarkeréw uszkodzenia nerek, aby w przysztosci mogly stac si¢

samodzielnymi parametrami do oceny funkcji nerki po przeszczepieniu.
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Streszczenie

Transplantologia kliniczna jest dziedzing medycyny stale rozwijajaca si¢.
Przeszczepianie nerek w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat stalo si¢ standardowa
praktyka kliniczng. Jednak duzym problemem jest odrzucanie przeszczepionych
narzadow 1 tkanek. Przeszczep allogeniczny nerki wzbudza odpowiedz
immunologiczng. Wedtug przyjetych zasad, typy odrzucania graftu podzielone sa
w zaleznosci od czasu w jakim pojawita si¢ niewydolno$¢ narzadu. Wyrodznia si¢
odrzucanie nadostre, ostre, ostre przyspieszone i przewlekle. Zastosowanie
biomarkeréw zaréwno w badaniach klinicznych, jak i w rutynowej praktyce stato si¢
powszechne 1 jest wykorzystywane rowniez w diagnostyce funkcji nerek po
przeszczepie.

Gléwnym celem badawczym bylo okreSlenie wartosci diagnostycznej
wybranych biomarkerow, w tym lipokaliny zwigzanej z zelatynaza neutrofilow
(NGAL), czasteczki-1 uszkodzenia nerek (KIM-1), chemokiny 10 z motywem C-X-C
(CXCL-10), osteopontyny (OPN), cystatyny C (Cys C), biatka wigzacego retinol 4
(RBP-4), jelitowego czynnika trefoilowy 3 (TFF3) i Klusteryny (CLU)
wykorzystywanych do diagnostyki uszkodzenia nerek u pacjentow po przeszczepie
allogenicznym nerki.

Badania prowadzone byty w okresie od 2018 do 2022 roku. Badaniami obje¢to
dorostych pacjentow po transplantacji nerki (n=19), ktorzy stanowili grupg¢ badang oraz
osoby zdrowe (n=5) bez chordéb nerkopochodnych stanowiacych grupe kontrolng. Od
biorcow nerki pobrano probki krwi 1 moczu w odstepach czasowych wedlug schematu:
1 doba—6 miesiecy—12 miesiecy. Lgcznie w grupie badanej pobrano 57 probek krwi i 57
probek moczu. Od grupy kontrolnej pobrano jednorazowo krew i mocz. tacznie
w grupie kontrolnej pobrano pie¢ probek krwi i pie¢ probek moczu. Oznaczenie
biomarkerow wykonano dwie metodami: testem immunoenzymatycznym ELISA
1 fluorymetrii przeptywowej xMap Luminex.

Na podstawie prezentowanych wynikow stwierdzono, Ze st¢zenia biomarkerow
W surowicy/osoczu oraz moczu oznaczone metodg ELISA 1 fluorymetrii przeptywowej
xMap Luminex u pacjentdw po transplantacji nerki zmieniaja si¢ w czasie, tj. dzien po
przeszczepie, pot roku po przeszczepie i rok po przeszczepie. Dodatkowo wykazano, ze
stezenia biomarkeréw u pacjentdéw po przeszczepie nerki oznaczonych w réznych

punktach czasowych dwiema metodami roznig si¢ istotnie od wartosci tych biatek
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w grupie kontrolnej. Stwierdzono takze istotne korelacje pomigdzy stezeniami
biomarkeréw w grupie badanej a st¢zeniem kreatyniny i warto$cia eGFR dzien, pot
roku i rok po przeszczepieniu nerki. Dodatkowo wybdér metody diagnostycznej —
ELISA lub xMap Luminex wptywa na st¢zenie badanych biomarkerow w surowicy lub
moczu z wyjatkiem OPN.

Sposrod przebadanych biomarkerow najwiecej nadziei budza przede wszystkim
NGAL, KIM-1, Cys C, CXCL-10 i TFF3. Oznaczanie ich rownolegle z poziomem
kreatyniny 1 eGFR zaré6wno w surowicy jak 1 moczu moze dostarcza¢ przydatnych
informacji diagnostycznych. Nalezaloby poszerza¢ wiedze¢ na temat tych biomarkerow,
aby w przysztosci mogly sta¢ si¢ samodzielnymi parametrami do oceny funkcji nerki po

przeszczepie.
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Summary

Clinical transplantology is a constantly evolving field of medicine. Over the past
few decades kidney transplantation has become standard clinical practice. However, the
rejection of transplanted organs and tissues is a huge problem. Allogenic kidney
transplantation activates an immune response. According to accepted rules, the types of
graft rejection are divided depending on the time in which organ failure appeared.
Transplant rejection can be classified into acute, hyperacute and chronic. In both,
clinical trials and routine practice, using of biomarkers has become common and is also
used in the renal function diagnostic after transplantation.

The main object of the study was to determine the diagnostic value of selected
biomarkers, including neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), kidney injure
molecule (KIM-1), C-X-C motif chemokine ligand 10 (CXCL-10), osteopontine (OPN),
cystatin C (CysC), retinol binding protein 4 (RBP-4), trefoil factor 3 (TFF3) and
clusterin (CLU) which are used in the diagonistic of the renal failure among patients
after allogenic transplanatation.

Research was taken during 2018 to 2022. The study included adult patients after
kidney transplantation (n=19), who were the study group, and healthy people (n=5)
without renal-derived diseases who were the control group. Blood and urine samples
were taken from kidney recipients at intervals according to the schedule: 1 day-6
months-12 months. A total of 57 blood samples and 57 urine samples were taken in the
study group. Blood and urine were taken from the control group once. In total, five
blood samples and five urine samples were taken in the control group. Biomarkers were
detected by two methods: ELISA enzyme immunoassay and xMap Luminex flow
cytometry.

Based on the presented results, it was found that concentrations of biomarkers in
serum and urine determined by ELISA and xMap Luminex flow cytometry in patients
after kidney transplantation change over time, i.e. one day after transplantation, six
months after transplantation and one year after transplantation. In addition, it has been
shown that the concentrations of biomarkers in kidney transplant patients determined at
different time points by two methods differ significantly from the values of these
proteins in the control group. There were also significant correlations between the
concentrations of biomarkers in the study group and the concentration of creatinine and
the eGFR value at one day, six months and one year after kidney transplantation. In
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addition, the choice of diagnostic method - ELISA or xMap Luminex affects the
concentration of tested biomarkers in serum and urine, except OPN.

Among the biomarkers tested, NGAL, KIM-1, Cys C, CXCL-10 and TFF3 are
the most hopeful. Parallel marking of them with the level of creatinine and eGFR in
both serum and urine can provide useful diagnostic information. Knowledge about these
biomarkers should be expanded so that in the future they can become independent

parameters for assessing kidney function after transplantation.
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Zalaczniki

Zalacznik nr 2 zawiera tabele Z1-Z5 ze szczegotowymi wynikami stezen
biomarkeréw grupy kontrolnej i grupy badanej oraz parametrow biochemicznych grupy

badanej.
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Clinical transplantology is a constantly evolving field of medicine. Kidney transplantation has become standard clinical practice,
and it has a significant impact on reducing mortality and improving the quality of life of patients. Allogenic transplantation
induces an immune response, which may lead to the rejection of the transplanted organ. The gold standard for evaluating
rejection of the transplanted kidney by the recipient’s organism is a biopsy of this organ. However, due to the high
invasiveness of this procedure, alternative diagnostic methods are being sought. Therefore, the biomarkers may play an
essential predictive role in transplant rejection. A review of the most promising biomarkers for early diagnosis and prognosis
prediction of allogenic kidney transplant rejection summarizes novel data on neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1), C-X-C motif chemokine 10 (CXCL-10), cystatin C (CysC), osteopontin (OPN),
and clusterin (CLU) and analyses the dynamics of changes of the biomarkers mentioned above in kidney diseases and the
mechanism of rejection of the transplanted kidney.

1. Introduction not requiring haemodialysis or peritoneal dialysis [6]. The
number of transplantation procedures performed globally,
including kidney transplantation, increases every year.
However, the rejection of transplanted organs and tissues is
a significant problem. To date, the mechanisms that allow

long-term functional maintenance of the transplanted kidney

Clinical transplantology is a constantly evolving field of
medicine [1]. Developments in surgical techniques and
changes in immunosuppressive therapy have made effective
organ and tissue transplantation possible [2]. Currently, in

addition to performing traditional organ transplants, exper-
imental head and face transplants are being attempted [3, 4].

Kidney transplantation has become standard clinical prac-
tice over the past few decades [5]. It has a significant impact on
reducing mortality and improving patients’ quality of life by

have not been thoroughly understood.

The monitoring of transplanted kidney is based on
physical examination, urine volume, the assessment of albu-
minuria or proteinuria, serum creatinine, and glomerular fil-
tration rate (GFR) estimation based on serum creatinine [7].
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Serum creatinine levels are the most commonly used bio-
chemical parameter; they increase late in injury and are non-
specific for the type of injury [8]. It is thought that it is likely
to be a factor in determining long-term graft survival [9].
However, serum concentrations of this parameter are not
sensitive and specific for estimating the condition of the
graft [10]. Additionally, the serum creatinine level is not able
to predict or evaluate the progression of chronic injury and
as a consequence is not specific or predictive [8]. The histo-
logical examination through renal biopsy remains the gold
standard for diagnosis to evaluate the rejection process of
the transplanted kidney, which can indicate chronic immune
injury or display interstitial fibrosis and tubular atrophy
(IFTA) [11]. The biopsies are associated with sampling
error, and there is a lack of consensus around both histologic
interpretation and the effectiveness of treatment [12]. This
method has several drawbacks, characterised by low
sensitivity, low specificity due to heterogeneity of processes
underlying the same lesion, lack of standardization and of
quantitative thresholds, and sampling errors [13]. Due to the
high invasiveness of this procedure, alternative methods of
diagnosis are being sought [14, 15]. The evaluation of kidney
transplant rejection also used the imaging techniques, includ-
ing monitor renal graft perfusion using Doppler ultrasound,
contrast-enhanced ultrasound (CEUS), and magnetic reso-
nance imaging (MRI) as well as nuclear imaging [16].
Attempts are now being made to minimise rejection rates by
monitoring anti-HLA antibody titres and introducing new
biomarkers, recently for potential use in clinical practice,
including measurement of serum donor-derived cell.

In this review, we described the most promising bio-
markers for early diagnosis and prognosis prediction of allo-
genic kidney transplant rejection. This review is based on the
scientific articles found in validated sources such as PubMed
and the National Centre for Biotechnology Information
(NCBI). The keywords used were biomarkers AND kidney
AND transplant AND rejection OR neutrophil gelatinase-
associated lipocalin OR lipocalin-2 OR kidney injury
molecule-1 OR hepatitis A virus cellular receptor 1 OR T-
cell immunoglobulin mucin receptor 1 OR C-X-C motif
chemokine 10 OR interferon-y-inducible protein-10 OR
cystatin C OR osteopontin OR clusterin. Inclusion criteria
were as follows: human studies that used noninvasive
methods for assessing biomarker, in vitro animal studies,
publication in a peer-reviewed journal, review articles and
research article, and articles in languages other than English.
Exclusion criteria were as follows: gray papers (e.g., confer-
ence proceedings and abstracts), case reports, short commu-
nication, and books. Following the application of these
criteria, 205 papers were selected for review.

2. Biomarkers of Allogeneic Kidney
Transplant Rejection

A biomarker is a characteristic that is objectively measured
and evaluated as an indicator of a normal biological process,
pathogenic process, or pharmacological response to a thera-
peutic intervention [17]. Biomarkers are used for (1) diagno-
sis of patients with a disease or an abnormal organ function,
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(2) severity of disease, (3) prognosis of a disease, and (4)
monitoring of a response to a medical procedure [18]. Bio-
markers can be classified into seven types based on their
purpose, as follows: susceptibility or risk, diagnostic, prog-
nostic, predictive, monitoring, pharmacodynamic/response,
and safety biomarkers [13]. The role of risk biomarkers is
to identify patients with a high probability of developing
the disease before clinical symptoms appear. Prognostic bio-
markers are aimed at identifying patients who require treat-
ment and patients who have the potential to stop disease
progression. In contrast, a predictive marker helps to
determine the type of treatment needed to stop disease pro-
gression. Monitoring markers are used to assess disease
activity. The dynamics of drug action in the body are
assessed by pharmacodynamic markers. Safety biomarkers
are used to assess the toxicity of the treatment administered
[8]. In addition, they allow the assessment of the dynamics
of immunological changes and thus predict the body’s
response to a transplant [19, 20] (Table 1).

We herein reviewed the current literature on potential
biomarkers: neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1), C-X-C motif
chemokine 10 (CXCL-10), cystatin C (CysC), osteopontin
(OPN), and clusterin (CLU) [32-34] (Scheme 1, Table 2).
Additionally, the pros and cons of the mentioned biomark-
ers are presented in Table 3.

2.1. Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL).
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin is known as lipo-
calin-2, 24p3, siderocalin, or uterocalin which is a 21kD
protein of the lipocalin superfamily [49]. It is found in 3 iso-
forms: monomeric (25kDa) or dimeric (45kDa), and only a
small fraction is heterodimeric (135kDa—complexed with
gelatinase) [50]. NGAL is synthesised during a narrow win-
dow of granulocyte maturation in the bone marrow but also
may be induced in epithelial cells in the setting of inflamma-
tion or malignancy [51, 52]. The gene for this protein is
located on chromosome 9 [53].

NGAL is expressed in renal, liver, endothelial, and
smooth muscle cells, neurons, and immune cells, including
macrophages and dendritic cells [54, 55]. They are secreted
by neutrophils in inflammatory conditions and act as
acute-phase proteins [56]. The plasma concentration of
NGAL (sNGAL) is approximately 70ng/ml in healthy
humans [57]. NGAL levels can also be measured in urine
(uNGAL) [58]. The reference range of uNGAL is the subject
of many studies. According to Lima et al. [59], it ranges from
<9 to 54.5ng/ml. NGAL is considered to be a marker of
acute tubular cell injury. The primary ligands for NGAL
are siderophores and metalloproteinase 9 (MMP-9) [60].
Siderophores are molecules with the ability to bind and
transport iron. They are found in many living organisms,
including bacteria [61]. NGAL maintains bacteriostasis by
binding bacterial siderophores and restricting their growth
[62]. In contrast, MMP-9 is a protein that degrades the
extracellular matrix (ECM). It leads to the formation of
intercellular spaces and altered activity of substances, includ-
ing chemokines, cytokines, and growth factors that play
essential roles in carcinogenesis [63]. The complex of NGAL
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TasLE 1: The concentrations of neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1), C-X-C motif chemokine 10 (CXCL-10), cystatin C (CysC), and
osteopontin (OPN) in serum and urine (n: number of samples; DGF: delayed graft function; IGF: insulin-like growth factors; AKI: acute kidney injury; ARF: acute renal failure; AR:

acute rejection; CAD: chronic kidney disease; ACR: biopsy-proven acute cellular rejection; non-R: biopsy-proved nonrejection), *error in article, should be 338.0 + 147.2.

Place n Bonor Ayerageiage Recipient Concentration of References
NGAL
In urine (ng/ml)
50.0 +20.0 (all 52.0+13.0 Time Non-DGF DGF
8, includin atients i
Valencia, Spain 233 (nO(X:I-SGE) 43.0P1 ;Z.O ()non- (:g‘ge:l:;tg) 1.day 920 2750 [21]
and 15 (DGF) DGF) (non-DGF) 3 days 56.0 258.0
54.0 +12.0 (DGF) 53.0 +12.0 (DGF) 6 days 27.0 332.0
10 days 21.0 289.0
In urine (pg/ml)
Time DGF IGF
pg TR SO i e
Bologna, Italy 182(5D(G[2)F?nd 53.2+ 8.1 (DGF) 54.0 + 8.5 (DGF) 3 days after transplantation 491.1 107.6 [22]
49.9+12.8 (IGF) 54.0+10.5 (IGF) 7 days after transplantation 227.8 63.8
14 days after transplantation 105.6 334
30 days after transplantation 31.6 55.7
In serum (ng/ml)
47.3+20.8 (all 45.2+183 Time Non-DGF DGF
29, including patients) (all patients) 1 day after transplantation 287.8+162.2 520.7 + 318.0
Palermo, Italy 7 (non-DGF) 28.4+12.9 (non- 58.7+7.8 X [23]
and 22 (DGF) DGF) (non-DGF) In urine (ng/ml)
63.8+7.7 (DGF) 63.8+7.7 (DGF) Time Non-DGF DGF
1 day after transplantation 135.8+93.4 47.4+40.3
182, including 51.0 (AR-) In urine (ng/ml)
Gy s faoier S8 (ol i Time AR arg Anehggmenel g
reason for AKI) for AKI) After transplantation 7.8 59.1 339.0
In serum (ng/ml)
Time ARF Non-ARF
Tabriz, Iran 37 34.9+15.0 Before transplantation 333.6+116.3 300.4 +96.2 [25]
6 hours after transplantation 38.3+147.16" 286.3 +66.0
12 hours after transplantation 4373 +£164.2 252:1.£57.5
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TasLE 1: Continued.

Average age

Place n % % Concentration of References
Donor Recipient
In serum (ng/ml)
1 day after transplantation 81.2
3 days after transplantation 68.0
Teheran, Iran 55 o 112428 7 days after transplantation 59.1 (26]
In urine (ng/ml)
1 day after transplantation 40.4
3 days after transplantation 45.0
7 days after transplantation 22,5
In serum (ng/ml)
Time AR+ AR-
1 day after transplantation 2422 +1254 1484 +61.7
2 days after transplantation 187.1 +83.8 131.1+51.9
71, including 3 days after transplantation 181.0 £75.1 116.5 £ 45.0
Tokyo, Japan 12 (AR+) and — 46.6 + 14.1 . [27)
59 (AR -) In urine (ng/ml)
Time AR+ AR-
1 day after transplantation 302.8 +213.3 130.1£115.5
2 days after transplantation 226.4+163.3 66.7 + 60.0
3 days after transplantation 133.2+97.1 46.4+40.2
KIM-1
In serum (in ng/ml)
85, including 33:58:1 13355(8\:3) Time AR CAD chI::ge Control
Tehemuclin:  2ATAR)AEEAD), 42.0+£41.9 (no After transplantation 67421 80+23 3111 15+05 [z

and 42 (no change)

change)

In urine (ng/mg creatinine)

After transplantation 1.9+0.8 2.

5+0.7 1.1+04 06+0.4

182

preasay ASojounurwiy jo rewmnof



TasLE 1: Continued.

Average age

Place n Betice Recipient Concentration of References
CXCL-10
In urine (ng/ml)
Time Non-AR AR
Before 59.0+8.9 64.0+10.9
1 day after transplantation 65.1+24.5 168.9 + 60.0
85, including 35.9+13.6 (non- "
Tstanbul, Tuirkey 70 (non-AR) . AR) 7 days after transplantation 71.0£25.0 191.5+41.6 (29]
and 15 (AR) 334+7.6 (AR) 1 month after transplantation 61.9+13.6 136.2+67.3
3 months after transplantation 62.1+9.5 69.2+8.4
At the time of rejection 64.3+10.2 242.3+59.4
After implementation of antirejection 6224112 89.149.7
treatment
CysC
In serum (ng/ml)
3 days after transplantation 4722.3 £2707.6
Urmia, Iran 49 - 41.2+13.3 [30]
8 days after transplantation 4313.7 £2566.7
14 days after transplantation 4391.0 +2476.2
OPN
In plasma (ng/ml)
38, including 440+ 144 (ACR ACR Non-R
Shanghai, China 22 (ACR) and g wi ) After transplantation 41.8+18.5 194+82 [31]
16 (non-R) 45.1+17.4 (non-R) .
In urine (ng/ml)
After transplantation 179.5+60.2 98.5+10.3
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ScueME 1: Schematic of key features of biomarkers of kidney transplant rejection.

with metalloproteinase 9 enhances its proteolytic activity
while inhibiting the inhibitor TIMP-1. It results in an
increase in local and distant tumour cell production [64].
Lipocalin-2 may therefore serve as an adverse prognostic
factor in cancer patients [65]. NGAL enhances the action
of MMP-9 also in cardiovascular disease. Excessive metallo-
proteinase activity may lead to thrombosis by increasing
atherosclerotic plaque instability [66].

Under physiological conditions, lipocalin-2 undergoes
glomerular filtration and reabsorption in proximal renal
tubules [67]. Under physiological conditions, NGAL expres-
sion remains low but increases responding to epithelial cell
injury [68]. Therefore, the amount of lipocalin-2 in urine
may originate from damaged first-order tubules and
impaired clearance of this protein. However, it appears that
structures not involved in NGAL excretion can also induce
the production of this lipocalin as a result of damage. There-
fore, the urinary fraction of NGAL is mainly the result of
synthesis in the kidney [49]. The plasma concentration of
neutrophil gelatinase-associated lipocalin results from tissue
production of this protein responding to injury. An example
of this phenomenon is acute kidney injury (AKI), which
progresses with the destruction of other organs—Ilungs and
liver. In patients with AKI, a common complication is the
development of respiratory failure. The prognosis of patients
suffering from both conditions is the worst among coexisting
AKI with other diseases [69]. Another complication may be
liver failure or cirrhosis, which also have a poor prognosis

[70]. Additionally, NGAL can be released by neutrophil
granulocytes as an acute-phase protein. Following AKI, the
glomerular filtration rate (GFR) is also reduced, increasing
NGAL [71]. NGAL levels in patients with AKI increase up
in blood and urine to 300-fold (0.1-30 ug/ml) and 1000-fold
(0.04-40 mg/ml), respectively [18, 72]. A meta-analysis of 52
research articles involving a total of 13,040 patients concluded
that determination of both sSNGAL and uNGAL levels could
capture individuals at high risk of developing AKI [73].
NGAL may be an important marker of kidney injury.
Compared to creatinine, whose concentration increases sev-
eral hours after renal cell destruction, its increase in both
urine and plasma can be observed after only about 2 hours
[74]. The potential role of this protein in the monitoring
process of renal transplant patients is also currently being
studied. NGAL can be used to assess transplant status as
early as a few hours after transplantation. Delayed transplant
function (DGF) is a disorder that occurs due to reperfusion
abnormalities in the organ after surgery. It develops in
approximately 25% of kidney recipients [35]. A common
complication in patients who develop DGF is transplant loss
a year or two after transplantation [36]. Kanter et al. [21]
found that uNGAL in renal transplant recipients in the first
days after transplantation was lower in patients without
reperfusion injury. In addition, they showed that falling
levels of this protein on day 3 after surgery were a good pre-
dictor of renal function one month after transplantation.
Capelli et al. [22], based on retrospectively evaluating the
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TaBLE 2: Biomarkers and their main features (DGF: delayed graft function; EGF: epidermal growth factors; SGF: slow graft function; AKI:
acute kidney injury; AR: acute rejection; CAD: chronic kidney disease; ABMR: antibody-mediated rejection; CAN: chronic allograft

nephropathy; GvHD: graft-versus-host disease).

Biomarker Sample type Main features References
- It predicts AR [20]
Urine It predicts DGF [21]
Urine It predicts DGF [22]
Uiiiie It predicts DGF and chroni§ allograft 23]
nephropathy progression
Urine It predicts AR [24]
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin It predicts AKI and graft rejection during the
(NGAL) Plasma 3 [25]
first week after transplantation
Urine It predicts AR [27]
Plasma It predicts DGF [35]
Urine It predicts EGF, DGF, and SGF [36]
Urine It predicts AKI after transplantation [37]
Urine It predicts the change in kidney transplant function [38]
Ser::;;:nd It predicts AR and CAD [28]
Kidney injury molecule-1(KIM-1) Serum It predicts AR 39]
Urine It predicts long-term graft loss [40]
Urine It predicts ABMR [10]
sl S
C-X-C motif chemokine 10 (CXCL-10) Urine It predicts AR [41]
Serum It predicts high risk of severe rejection and transplant failure [42]
Serum It predicts AR and CAN [43]
Urine It predicts AR [44]
Cystatin C (CysC) Serum It predicts reduction in kidney function [45]
Osteopontin (OPN) Serum It predicts ACR [(31]
Cell lines It predicts GYHD [46]
Clusterin (CLU) Urine It predicts DGF [47]

clinical and laboratory data of 72 patients after renal trans-
plantation, concluded that uNGAL combined with other
markers could be more helpful in the early evaluation of
renal function in the first week following kidney transplanta-
tion. Additionally, Lacquaniti et al. [23] found that both uri-
nary and serum NGAL levels provide reliable information
for predicting kidney injury. According to Rostami et al.
[37], NGAL may be a biomarker for AKI following kidney
transplantation. In a prospective cohort study, in 64 adults
who underwent kidney transplantation, the authors found
that uNGAL level was more remarkable in recipients with
AKI than patients who had no AKI Its increase was
observed in recipients at 2 hours after surgery. In a study
on an Iranian population (n = 37), Pezeshgi et al. [25] con-
firmed the usefulness of SNGAL in diagnosing AKI and
demonstrated its essential role in diagnosing AGF—acute
kidney injury in transplant patients. However, Rahimzadeh
et al. [26] demonstrated that serum and urinary NGAL levels
within the first week after renal transplantation in children
(n=27) could be induced by injury and drugs, including
bisphosphonates, cephalosporin, and cisplatin. They also
found that the lack of standardisation of lipocalin-2 mea-

surement was a major problem in interpreting the results.
On the other hand, Field et al. [20] noted a significant
increase in SNGAL levels on day 1 in patients undergoing
HLA-incompatible renal transplantation (n = 94), in whom
the development of rejection occurred within one month.
The specificity and sensitivity of this marker were approxi-
mately 60-70%. A similar relationship was noted by Kohei
et al. [27]. They studied twelve patients clinically diagnosed
with acute rejection by renal biopsy. They highlighted that
uNGAL was the most sensitive of these markers to detect
acute kidney allotransplant dysfunction after living-donor
kidney transplantation. Furthermore, they observed that cre-
atinine levels are not sensitive and specific enough to be a
useful biomarker in the postoperative period. Heyne et al.
[24], studying uNGAL in 182 outpatient renal allotransplant
recipients on maintenance immunosuppression, noted that
determination of urinary NGAL levels could be a parameter
to differentiate acute allotransplant rejection from other
causes of AKI in follow-up after kidney transplantation.
Kielar et al. [38], performing a study on 109 kidney recipi-
ents with stable transplant function one year after transplan-
tation, found that uNGAL and sNGAL and NGAL/

185



8 Journal of Immunology Research
TaBLE 3: Pros and cons of biomarkers of allogeneic kidney transplant rejection from a clinical perspective.
Biomarkers Pros Cons
Correlation between high uNGAL concentration and elevated
albumin/creatinine ratio [21]
Measurement of cumulative NGAL concentrations 1 month
altes transplantation mzlﬁ: :f:ft ?zxgrjeak GER after2 yearsiof In the first hour after transplant surgery, as a result of a large
uNGAL distinguishes acute alfo raft rejection from other SIHGUAtGHring Extretion, INGAL levelgitiay, be
NGAL 8 8 ) underestimated due to dilution of the urine [23]
causes of AKI [24] . p s
. T Induction of NGAL by certain drugs such as cephalosporin,
Serum NGAL may be a predictor of renal rejection if detected . : g
4 cisplatin, and bisphosphonate [26]
as early as 1 day after transplantation [20]
An appropriate cutoff value for serum NGAL can distinguish
patients with AR from patients with other causes of acute
allograft function [27]
High levels of KIM-1 in serum and urine are inversely related
to GFR levels (28] . . o L .
KIM-1 High urinary KIM-1 excretion is a predictor of graft loss, Renoprotective interventions in kl dney injury can inhibit
: S KIM-1 expression [40]
independent of donor age, creatinine clearance, and
proteinuria [40]
CXCL-10 levels are significantly higher in individuals with T
cell-mediated rejection compared to individuals with
antibody-mediated rejection [10, 29]
Mean. CXCL_}O le?'els alter kldne.y transplafntanon may beje CXCL-10 concentration is not useful for determining
CXCL-10  predictor of impaired graft function even in the absence of
W, DGF [29]
acute rejection [41]
CXCL-10 is a more sensitive and predictive parameter than
serum creatinine in terms of monitoring response to
antirejection therapy [42]
Serum cystatin C in case of GFR loss is a better marker than
creatinine [45] The strength of the correlation of cystatin C with renal
CysC Cystatin C has a significantly higher sensitivity than rejection is strongly dependent on the timing of CysC
serum creatinine in its ability to detect a decrease in determination after transplantation [30]
GFR < 60 ml/min in renal transplant recipients [45]
OPN Plasma OPN levels were positively correlated with the severity OPN is probably a nonsignificant regulator of apoptosis in
of biopsy-proven acute cellular rejection [31] acute rejection [48]
5 e S The lack of rapid tests for clusterin hinders rapid clinical
CLU GLU.In'plasmamay beieignificantbiomatker,ot DGE application, although rapid tests are available for many

early as 4 hours after kidney transplantation [47]

proteins, including NGAL and KIM-1 [47]

creatinine can be used to estimate the change in kidney
transplant function.

2.2. Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1). Kidney injury
molecule-1 is also named hepatitis A virus receptor
(HAVCRI1) and T cell immunoglobulin mucin receptor 1
(TIM-1) [75]. It is a type 1 transmembrane glycoprotein
containing a six-cysteine immunoglobulin-like domain and
a mucin domain in its extracellular region [76, 77]. KIM-1/
HAVCR/TIM-1 is a protein of approximately 104kD [78].
KIM-1 plays different roles in T and B cell biology [79].
The gene for this protein is located on chromosome 5q33.2
[80]. KIM-1 is expressed in the kidney, liver, and spleen
[81]. Healthy kidney tissue expresses very low or undetect-
able levels of KIM-1. In addition, this protein is also unde-
tectable in urine [82, 83]. Studies have shown that KIM-1
plays different roles via various molecular targets in immune
diseases and kidney injury [81]. KIM-1 is expressed on the
apical membrane surface of proximal tubular epithelial cells
of the kidney, especially in the S3 segment, responding to

hypoxia or renal tubular injury [84]. Its extracellular domain
is detached by metalloproteinases and secreted into the
urine. This extracellular ectodomain of KIM-1 is a quantita-
tive marker of kidney injury [85]

KIM-1 downregulates proximal tubular cell cytokine
secretion, downregulation of translational changes through
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
(NF-xB) pathway, and interaction with phosphatidylinositol3
PI3 kinase subunit p85 [86].

In this mechanism, the extracellular part of KIM-1 is
detached from the rest of the glycoprotein via proteins of the
metalloproteinase family and transported into the urine [87].
Therefore, it is believed that KIM-1 can be used to diagnose
kidney disease [88]. According to the European Medicines
Agency and the US Food and Drug Administration, this
protein has been recognised as a biomarker of kidney damage
following nephrotoxic drugs (83, 89].

Like NGAL, KIM-1 appears in urine after approximately
24-48 hours of damage to various nephrotoxic factors
induced [90]. The concentration of this glycoprotein may
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increase before significant changes in estimated glomerular
filtration rate (eGFR) occur and thus foreshadow kidney
damage [91]. Additionally, Nowak et al. [92] demonstrated
that plasma KIM-1 (pKIM-1) is a good predictor of
impaired renal function in nonproteinuric patients with type
1 diabetes. Gohda et al. [93] studying this biomarker in
patients with type 2 diabetes (n=602) found that serum
KIM-1 (sKIM-1) correlates more strongly with eGFR levels
than urinary KIM-1 (uKIM-1). Ren et al. [94] noted that
uKIM-1 levels might be used as early, sensitive indicators
of AKI in patients with burns of varying degrees. Based on
a review of publications from 2000 to 2007 on the reliability
of serum and urinary biomarkers in human subjects when
used for the diagnosis of established AKI or early AKI, it
was concluded that uKIM-1 could be used for the differential
diagnosis of renal tubular necrosis and other conditions
causing renal destruction [95]. Alderson et al. [96] observed
that, in patients with chronic kidney disease (CDC), pKIM-1
are independent risk factors for progression to end-stage
renal disease (ESRD). In the case of AKI, KIM-1 has been
found to exhibit prophagocytic actions, resulting in the
destruction of inflammatory cells and reducing the focus of
inflammation [81]. The opposite is true for CKD, as this
protein increases inflammation and apoptosis of renal cells.
Schulz et al. [97] on a Swedish population (n=4739) for
over 16 years found that KIM-1 correlates with a decrease
in eGFR and risk of chronic kidney disease. However,
Sinkala et al. [98] studying patients with acute kidney injury
or CDC found that KIM-1 is not a promising biomarker for
the diagnosis of kidney disease, compared to the standardly
measured parameters creatinine and urea, which are the best
indicators of organ failure because their accuracy increases
as transplant function deteriorates.

Kidney injury molecule-1 is also an important marker of
kidney transplant rejection [99]. Jin et al. [39] studied sKIM-1
and osteopontin (OPN) in patients who were classified into
acute rejection group (n =32), nonrejection group (n=45),
and healthy controls (n=78). The authors concluded that
sKIM-1 might be a marker for the prediction of early kidney
transplant rejection. In addition, they observed that concurrent
sKIM-1 and OPN significantly increased the efficiency of pre-
dicting this process. Similarly, Shabaz et al. [28] studied
uKIM-1 mRNA expression and urinary and serum KIM-1 pro-
teins in renal allotransplant recipients diagnosed with acute
allotransplant rejection (n = 24) and chronic allotransplant dys-
function (n = 19) and patients with well-functioning transplants
(n = 42). They concluded that KIM-1 could be used to monitor
renal transplant recipients, which may contribute to earlier
diagnosis of organ rejection, mainly of the acute type and
chronic transplant dysfunction. In contrast, van Timmeren
et al. [40], in a study of renal transplant recipients (n = 145),
showed that urinary excretion of KIM-1 is an independent fac-
tor for transplant loss in the recipient more than 12 months
after surgery.

2.3. C-X-C Motif Chemokine 10 (CXCL-10). CXCL-10, also
known as interferon-y-inducible protein-10 (IP-10), is a
chemokine belonging to the CXC subfamily [100]. There
are four subfamilies of chemokines: CXC, CC, C, and

CX3C [101]. CXC is composed of two cysteines located at
the N-terminus separated by a single amino acid that can
be variable, which distinguishes it from the other chemokine
subfamilies where these amino acids are located next to each
other [102]. Chemokines are generally small molecules
between 7 and 15kD [103]. The gene for this protein is
located on chromosome 4. Secretion of CXCL-10 from leu-
kocytes, neutrophils, eosinophils, monocytes, epithelial,
endothelial, and stromal cells, and keratinocytes occurs
responding to several proinflammatory factors, most notably
interferon-y (IFN-y) [104, 105]. It modulates angiogenesis
in conditions including wound healing, ischemia, and neo-
plasia [106]. CXCL-10 is secreted by leukocytes in the kidney
transplant and is an inflammation marker. Schaub et al.
[107] demonstrated that the sensitivity and specificity of uri-
nary CXCL-10 (uCXCL-10) exceeded those of creatinine
concentrations in serum. CXCL-10 acts by activating CXC-
receptor 3 chemokines found on the surface of some
cells—NK cells, helper T cells, macrophages, and dendritic
cells [104]. The primary function of CXCL-10 is to partici-
pate in chemotaxis [108]. It is also involved in forming dis-
eases, including Graves-Basedow or autoimmune thyroiditis
[109]. CXCL-10 has a strong influence on the occurrence of
cardiovascular lesions, including coronary syndromes and
atherosclerosis [110, 111]. Chemokines of the CXC subfam-
ily have also been shown to have pro- or antiangiogenic
effects, resulting in tumour formation, mainly melanoma
[112]. CXCL-10 is an inhibitor of angiogenesis and therefore
has anticancer effects [113].

Due to the role of CXCL-10 in the body, it has been
found that it can be used for the noninvasive diagnosis of
kidney disease. Watson et al. [114] observed that levels of
this chemokine could help diagnose early acute kidney
injury in patients, including those caused by immune-
independent factors. According to Marie et al. [115], it is a
very sensitive marker in detecting nephritis during systemic
lupus erythematosus (SLE). In addition, Reyes-Thomas et al.
[116] believe that this chemokine is helpful in monitoring
treatment in patients with SLE. The role of CXCL-10 in allo-
geneic kidney transplant rejection has been the subject of
many studies worldwide [117]. Ciftci et al. [29], investigating
living-related donor renal transplant recipients, showed that
uCXCL-10 is well identified in patients with an acute cellular
type of kidney rejection and correlates with plasma creati-
nine levels. In contrast, Rabant et al. [10], based on the
results of a highly sensitised cohort of 244 renal allotrans-
plant recipients, concluded that monitoring urinary CXCL-
10 and creatinine levels and then calculating the ratio of
these two parameters can effectively determine the risk of
antibody-dependent transplant rejection. Blydt-Hansen
et al. [118] noted that the ratio of CXCL-10 to creatinine
in children is a promising biomarker of acute cellular rejec-
tion. According to Matz et al. [41], CXCL-10 chemokine
levels may predict the development of acute cell-type rejec-
tion. These findings predate the renal biopsy image by sev-
eral days. Determination of CXCL-10 mRNA in urine,
according to Tatapudi et al. [119], is an ideal biomarker of
rejection and shows 100% sensitivity as confirmed by biopsy.
Rotondi et al. [42] tested for CXCL-10 pretransplantation
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sera from 316 cadaver kidney transplant recipients (n = 316).
The authors demonstrated that it would be appropriate to
determine the levels of this chemokine before transplanta-
tion, as high pretransplant serum CXCL-10 levels may indi-
cate a high risk of severe rejection and transplant failure.
Similar conclusions were reached by Lazzeri et al. [43],
studying serum CXCL-10 levels of 316 cadaveric kidney-
transplant recipients (n=316). They demonstrated that
pretransplant serum CXCL-10 levels greater than 150 pg/ml
predispose to severe transplant rejection. Jackson et al’s [44]
analysis of adult and paediatric transplant recipients found
that urine CXCL-10 levels can increase in acute transplant
rejection and BK virus infection. Still, this chemokine cannot
differentiate between these conditions. Weseslindtner et al.
[120], studying a group of 85 kidney recipients, found that
CXCL-10 levels can increase with BK virus replication and
the onset of nephropathy during infection with this pathogen.

2.4. Cystatin C (CysC). Cystatin C is an endogenous protein-
ase inhibitor (~13.4kD) from the cystatin superfamily of
cysteine protease inhibitors inhibiting mainly cathepsins L,
B, and H [121, 122]. It is composed of 120 amino acids
forming a polypeptide chain [123]. The gene for this protein
is located on chromosome 20 [124]. CysC plays a vital role
in the intracellular catabolism of proteins and peptides. It
is produced by nucleated cells at a constant level and is pres-
ent in all body fluids in the body [125, 126]. The reference
range in healthy individuals should be between 0.72 and
1.06 mg/1 [127]. Serum concentrations appear to be indepen-
dent of sex, age, and muscle mass. CysC concentrations may
be altered in patients with thyroid disease and those taking
high doses of corticosteroids [128, 129]. This protein is freely
filtered in the glomeruli, undergoes reflux reabsorption, and
is catabolised in the renal tubules [130]. In healthy individ-
uals, essentially, no CysC is excreted in the urine [131].
When the renal tubules are damaged, these processes are
disrupted, and cystatin appears in the urine [132]. The
half-life of CysC is 1.5 hours [133]. Unlike creatinine, the
concentration of CysC in the body does not depend on
gender, age, or muscle mass [134]. Therefore, serum CysC
is considered by many researchers as a better marker for
estimating the dynamics of GFR changes than creatinine
[135]. Villa et al. [136] observed that serum CysC is a better
marker of GFR than creatinine in unstable patients with
acute renal failure. Zheng et al. [137] studying a group of
425 patients with chronic hepatitis B found that cystatin C
may be an essential indicator of developing renal functional
impairment in these patients. The concentration of this pro-
tein is also a good factor for diagnosing AKI, rising before
changes in creatinine [138]. It is estimated to precede the
rise in creatinine levels by two days in patients at an
advanced stage of kidney damage [139]. Soto et al. [140],
in a cohort study in which they examined serum and urinary
CysC in a heterogeneous group of patients (n=616) pre-
senting to a tertiary care emergency department, showed
that serum CysC testing allows the diagnosis of AKI but
has no value as a marker to differentiate between AKI and
chronic kidney disease. Additionally, Briguori et al. [141],
studying consecutive patients with CDC undergoing either
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coronary and/or peripheral angiography and/or angioplasty
(n=410), demonstrated that CysC could serve for early
diagnosis and prognosis of the contrast-induced acute kid-
ney. Patel et al. [142], studying patients with chronic pancre-
atitis, neoplasm, chronic liver disease, and chronic kidney
disease, found an increase in baseline serum CysC was asso-
ciated with AKI in patients with acute pancreatitis. Tarif et al.
[143], studying patients with acute renal failure (n = 73) and
control subjects (n=300), found that creatinine and serum
CysC are a good marker of renal function in acute renal failure
patients especially those with worsening renal function. Based
on electronic databases, Nakhjawan-Shahraki et al. [144] noted
that CysC is a sufficient predictor for detecting AKI in children.
The study by Safdar et al. [145] confirmed that cystatin C is a
sensitive marker in very severe acute kidney injury in children,
but only when its concentration is determined within 24 hours
of the start of hospitalisation. A similar value of CysC in AKI
diagnosis was discovered by Lagos-Arevalo et al. [146], con-
ducting a study on a 150-person group of children admitted
to the intensive care unit.

Cystatin C is also a marker of allogeneic kidney rejection.
Krishnamurthy et al. [45] concluded that CysC as an
additional diagnostic parameter in assessing transplanted
organ function might be helpful and serve to tailor immuno-
suppressive treatment. Changes in GFR, which are a conse-
quence of deteriorating transplant function and thus an
increased risk of rejection, according to Taghizadeh-
Afshari et al. [30], can be detected by the determination of
cystatin C, which at 14 days posttransplantation exceeds
the sensitivity and specificity of creatinine. Similar conclu-
sions were reached by Le Bricon et al. [147], considering
CysC to be a more accurate marker than creatinine and fur-
ther positing a role for this protein in assessing the toxic
effects of treatment.

2.5. Osteopontin (OPN). Osteopontin, also referred to as
bone sialoprotein 1 (BSP-1), secreted phosphoprotein 1
(SPP1) and early T lymphocyte activation 1 (ETA-1) [148].
It is an extracellular matrix protein (~35kD) built from a
polypeptide chain 314 amino acids long, containing an
arginine-glycine-asparagine sequence that binds integrin
[149, 150]. Osteopontin is encoded by a single-copy gene
located on the human chromosome 4 (4q13) [151]. OPN
expression is observed in various tissues and cells, including
intestinal epithelial cells, bone, kidney, and immune cells,
such as macrophages, dendritic cells, and T lymphocytes
[152, 153]. In healthy subjects, the serum osteopontin con-
centration should be around 23.56ng/ml [154]. OPN is
involved in various physiological and pathophysiological
processes, including tissue and bone remodelling, inflamma-
tion, cell survival atherosclerosis, and kidney damage
[155-158]. Its principal function is to bind osteoclasts to
bone [159]. In addition, it influences the regulation of the
immune system, acting on a principle similar to that of cyto-
kines [160]. It plays a significant role in the development of
chronic inflammatory diseases [161]. It may also contribute
to the development of cancer [162]. In the kidney, osteopon-
tin is produced in the distal part of the nephron [163]. It
likely contributes to vessels’ formation in the kidney [164].
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OPN is thought to reduce kidney stone formation [165].
Lorenzen et al. [166] found that OPN inhibitors could be
used as a novel therapeutic target of albuminuria. Studies
have also shown the involvement of OPNs in the formation
of renal lesion characteristic of diabetic nephropathy [167].
According to Wong et al. [168], increased expression of this
protein is a predictive factor in bladder cancer. In addition,
Sim et al. [169] consider that OPN together with carbonic
anhydrase IX and C-reactive protein is a promising bio-
marker in renal cell carcinoma. Feldreich et al. [170] showed
that osteopontin plays a vital role in both cardiovascular and
kidney diseases. Higher urinary OPN can predict deteriora-
tion of kidney function in the CDC, while OPN can estimate
the risk of cardiovascular death based on plasma. In patients
with acute kidney injury, Lorenzen et al. [171] observed an
increase in OPN levels, which was a predictor of mortality
from this disease at four weeks in severely ill patients.
Askenazi et al. [172] showed that urinary OPN is also a
promising biomarker for detecting AKI in neonates, similar
to NGAL and KIM-1. Varalakshmi et al. [173] showed that
plasma osteopontin can correlate with disease severity in a
group of 35 AKI patients with renal replacement therapy.

Osteopontin also appears to be a promising biomarker in
kidney transplant rejection due to its essential role in the
inflammatory process [174]. Rouschop et al. [175] observed
an increase in tubular expression of OPN (the ligands of
CD44) in recipients, which was confirmed by biopsy results.
In addition, they found that this protein may be involved in
the development of renal rejection by enhancing the influx
of monocytes. Alchi et al. [48] examined renal biopsies from
patients with acute rejection, protocol biopsies without rejec-
tion, and perioperative donor biopsies for intrarenal expres-
sion of OPN. They demonstrated increased levels of this
protein in biopsies from renal allotransplants with acute rejec-
tion. Wang et al. [31] consider that OPN levels in body fluids,
especially plasma, predict and evaluate ACR severity in renal
transplant recipients. The diagnostic findings coincided with
the changes seen in the image of the biopsy taken at the same
time. According to Zhao et al. [46], OPN levels may also
increase in the mechanism of graft-versus-host disease when
donor immune cells attack the recipient organism.

2.6. Clusterin (CLU). Clusterin, also known as apolipopro-
tein J (CLU), is a glycosylated protein composed of two
chains, a and 3, linked by disulfide bonds [176]. In humans,
it occurs in two isoforms. The secretory type, with a mass of
about 80 kD, has the task of removing residues formed after
apoptosis and the nuclear type with a mass of 50kD is
responsible for DNA repair [177]. The clusterin gene is
located on chromosome 8 [178]. CLU is involved in both
apoptotic and antiapoptotic pathways and is found in some
organ systems, including the kidney [179, 180]. It is detected
in all biological fluids in the human body [181]. Physiologi-
cal concentrations of clusterin in serum range from 35 to
105 ug/ml. However, the concentration is much lower in
the cerebrospinal fluid, ranging between 1.2 and 3.6 ug/ml
[182]. CLU is found in the tubules with antiapoptotic effects
in the kidney and mediates cell protection, lipid recycling,
cell attachment, and aggregation [180]. Its increased expres-
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sion is detected in pathological states [183]. It is involved in
many biological processes, including lipid distribution and
complement regulation [184, 185]. In addition, the action
of clusterin is analogous to the heat shock protein family
through its chaperone functions and by helping proteins fold
again and adequately after a stressor [186].

Clusterin is a protein whose concentration also increases
in kidney disease [187]. Numerous studies have shown that
CLU is deposited in the glomeruli as deposits along with
complement elements [188]. According to Guo et al. [189],
reduced CLU levels negatively affect renal function in
ischemia-reperfusion disorders, predisposing to the chronic
failure of this organ. Zhou et al. [190] observed that CLU
deficiency results in tissue destruction within the kidney
and increased cell apoptosis. Kim et al. [191] observed that
increase in urine CLU along with albuminuria could be an
independent predictive marker for the progression of
diabetic kidney disease in type 2 diabetes. CLU reflects the
degree of renal tubular damage in the early phase of the dis-
ease. These results were confirmed in Zeng et al.’s [192]
study, demonstrating that urinary CLU determination can
distinguish diabetic nephropathy from albuminuria in
patients with type 2 diabetes. Schlatzer et al. [193] believe
that CLU can also serve as a good marker in diagnosing type
1 diabetes. On the other hand, according to Solichova et al.
[194], the determination of CLU in plasma and serum does
not introduce significant changes to the standard routine
diagnosis of proteinuria in kidney disease—in studies on
clusterin, creatinine, and total protein, no advantage was
found for any of the parameters over the others. According
to Wu et al. [195], urinary clusterin may be a helpful nonin-
vasive marker in diagnosing kidney damage predisposing to
end-stage organ failure in children with systemic lupus ery-
thematosus. In a study in a group of 27 children undergoing
allogeneic stem cell transplantation, Musial et al. [196] dem-
onstrated that CLU may be a marker of sublethal renal injury.

The role of CLU in the context of renal transplant rejec-
tion has not yet been thoroughly analysed. Only Pianta
et al’s [47] prospective cohort study of renal transplant recip-
ients (n = 81) found that CLU may be an essential biomarker
of this mechanism when delayed transplant function occurs,
with levels increasing as early as 4 hours after surgery.

3. Inmunosuppression

Immunosuppressive treatment is given to all kidney trans-
plant patients to weaken the immune system so that it does
not attack the transplanted organ and cause organ rejection
[197]. Currently used immunosuppressive drugs are used in
a triple regimen. Calcineurin inhibitors (cyclosporine, tacro-
limus), antiproliferative drugs (azathioprine, mycophenolate
mofetil), and corticosteroids (prednisone) are used [198].
Other substances that could weaken the immune system
have also been investigated in recent years, although not all
undergo clinical trials due to harmful side effects [199,
200]. Long-term use of immunosuppressive drugs can have
toxic effects on many organs and functions in the human
body and the fetus [201, 202].
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Immunosuppressive drugs can also affect biomarker
levels. Kedzierska et al. [203], in an animal model study,
showed that the use of cyclosporine A in rats could increase
serum KIM-1 levels. In rats with cyclosporine-induced
nephrotoxicity, Hong et al. [204] confirmed higher levels
of KIM-1. In a study in children (n = 18), Wasilewska et al.
[205] noted that both sNGAL and uNGAL significantly
increased nephrotoxicity complicated by CsA use.

4. Summary

The literature review presented here suggests that NGAL,
KIM-1, CXCL-10, CysC, OPN, and CLU may become essen-
tial markers in predicting allogeneic kidney transplant rejec-
tion. Although not all of them have been thoroughly studied
in the context of expression on transplant rejection, they
play an essential role in detecting deteriorating renal func-
tion. Currently, these biomarkers may have an adjunctive role
in the diagnosis of renal rejection alongside standard bio-
chemical parameters and biopsy due to the high sensitivity
and specificity and low invasiveness of the assay.
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Zalacznik nr 2
Tabela Z1. Szczegétowe zestawienie wynikow oznaczania biomarkerow uzyskane u pacjentdéw w grupie badanej metoda ELISA i xMap
Luminex w pierwszym dniu po przeszczepie nerki (S/O*, surowica/osocze; M, mocz)

Numer | Rodzaj ELISA Luminex

pacjenta | materiatu NGAL | KIM-1 | CXCL- | OPN* | CysC | RBP- | TFF3 | CLU | NGAL | KIM-1 | CXCL- | OPN | CysC |RBP-4| TFF3 | CLU

ng/ml | pg/ml |10 pg/ml| ng/ml | ng/ml |4mg/l | ng/ml | pg/ml | ng/ml | pg/ml |10 pg/ml | ng/ml | ng/ml | mg/l | ng/ml | pg/ml

1 slo* 367,2 | 430,7 117,6 91,4 | 3882 | 98,1 | 125,0 | 5924 | 3256 | 2722 148,8 97,9 | 6676 | 282,6 | 22,3 | 661,3
M 6,5 0,3 9,7 85,5 86,8 92,1 | 26,5 4,6 19,2 0,3 27,4 851 | 177,8 1,0 13,4 16,7

5 slo* 367,2 | 37,0 740,6 231,7 | 3775 | 73,7 | 109,0 | 538,7 | 188,1 | 207,3 719,7 | 1194 | 2916 | 60,6 9,0 829,8
M 18 15 15,5 550,0 | 79,9 822 | 374 8,7 11,6 04 29,9 219,0 | 1795 1,0 23,1 21,4

3 slo* 361,7 | 1782 134,0 62,1 2615 | 98,7 | 77,0 | 438,3 | 1324 | 42338 132,5 81,6 | 2876 | 100,0 8,2 589,0
M 2,4 14 45,7 1934 | 176 | 435 14,8 28,9 10,5 0,2 55,4 254,1 | 46,8 0,9 7,3 86,9

4 slo* 97,4 | 1147 29,6 266,6 | 2154 | 921 18,7 | 5924 | 78,7 2722 80,8 174,4 | 1588 | 1457 3,1 632,1
M 12,9 1,9 15,8 72,8 18,2 88,7 | 450 32,9 20,8 0,2 34,6 114,0 | 488 0,5 24,8 61,4

5 slo* 110,6 | 76,7 45,9 121,2 | 1471 | 66,5 10,8 | 4927 | 714 207,3 92,4 131,0 | 1148 | 334 2,6 702,2
M 6,4 0,3 8,6 28,1 7,6 18,6 | 66,6 7,0 8,3 0,1 8,4 26,9 35,4 0,7 4,7 42,6

6 s/o* 262,8 | 9049 147,0 3539 | 3052 | 988 | 820 | 596,6 | 1469 | 689,2 | 2160,0 | 154,7 | 5208 | 97,1 14,0 | 6338
M 18,4 0,6 18,4 134,1 | 1555 36 | 2739 | 2612 | 1186 0,6 99,2 75,0 98,2 0,3 71,1 | 820,5

7 slo* 218,7 | 4919 137,0 242,6 | 3485 | 62,2 | 878 | 577,3 | 1526 | 486,3 2238 | 2608 | 7688 | 1915 | 11,1 | 5783

M 18,4 15 57,6 30,9 | 1555 | 52,1 | 171,2 | 6752 | 779 0,3 55,4 86,9 | 136,5 0,6 41,1 14984

8 slo* 280,1 | 5545 310,0 119,2 | 6157 | 956 | 315 | 442,7 | 302,3 | 3446 230,7 91,6 | 10348 | 103,1 | 414 | 5671
M 23,6 1,9 324,1 348,1 | 2804 | 854 | 266,0 | 2655 | 81,6 0,3 3675 | 473,3 | 236,3 1,0 32,8 | 1191

9 slo* 294,6 | 109,8 84,5 1442 | 5111 | 88,2 | 76,7 | 473,0 | 134,7 | 150,3 179,6 | 1194 | 4672 | 2152 9,6 621,8
M 23,6 1,6 418,2 424,7 | 354,1 | 92,6 | 3116 | 787,2 | 2250 0,3 360,0 | 176,3 | 306,1 1,1 354 | 6843

10 slo* 382,6 | 5404 361,0 2049 | 3596 | 53,7 | 62,0 | 423,3 | 1182 | 3446 2505 | 127,4 | 4036 | 86,9 7,7 494,2
M 23,6 1,3 152,6 47,8 | 1857 | 56,4 | 228,2 | 2234 | 136,7 0,2 99,2 208,4 | 201,9 0,4 25,1 | 979,7

1 slo* 136,3 | 2124 227,3 1418 | 2757 | 99,2 | 26,1 | 3235 | 2193 | 207,3 102,2 | 136,1 | 3963 | 89,2 9,8 166,7
M 18,6 34 51,4 6380 | 1464 | 819 | 2911 9,5 212,0 0,3 454,1 | 569,9 | 1423 0,8 1045 | 775

12 slo* 234,8 | 3417 51,5 212,3 | 2681 | 76,2 | 729 | 2170 | 2608 | 27272 48,4 1742 | 3879 | 30,6 248 | 2014
M 17,4 1,4 107,9 176,5 | 142,3 | 85,7 | 1726 2,0 66,3 0,2 119,8 | 328,2 | 153,0 0,8 57,3 | 168,8

13 slo* 3239 | 951 84,4 854 | 3111 | 29,1 | 826 | 2910 | 3875 | 150,3 57,0 58,8 | 4298 | 1572 16,9 | 2756
M 51 0,5 7.4 27,9 7.4 7.8 102,8 53 11,8 0,1 9,6 19,6 8,6 0,1 14,0 8,2

197




14 slo* 252,7 | 1459 106,2 98,5 2659 | 79,7 375 | 2904 | 2451 | 2073 77,9 100,0 | 2963 21,1 9,6 306,0
M 13,1 2,1 341,6 1582 | 68,1 44,1 | 2104 | 3122 | 33138 0,2 218,3 | 409,9 | 1129 0,7 72,3 | 350,2
15 slo* 296,7 | 1957 82,8 1144 | 2946 | 734 52,0 | 3573 | 231,7 | 2573 57,0 1015 | 38811 | 274 16,1 | 2855
M 12,8 1,2 1133 83,8 83,3 59,9 | 446,7 3,4 347,6 0,3 2019 | 280,0 | 1426 0,9 1213 | 287,4
16 slo* 321,1 | 203,1 300,9 196,6 | 5214 | 95,5 | 139,7 | 219,6 | 5157 | 27272 268,6 84,0 | 9518 35,7 39,3 | 3195
M 8.9 0,1 28,0 151 | 1356 | 814 75,6 23,6 26,9 0,1 26,6 43,6 | 12338 0,9 14,9 43,7
17 slo* 285,7 | 3745 1171 448,7 | 2719 | 59,5 305 | 393,1 | 2825 | 2722 90,6 453,6 | 4351 19,1 9,7 339,2
M 23,6 1,4 134,9 3624 | 3151 | 62,5 | 2878 2,4 325,1 0,3 230,9 | 4225 | 2425 0,6 102,4 | 4106
18 slo* 321,1 | 260,8 201,0 288,44 | 4665 | 78,1 61,7 | 310,3 | 380,6 | 207,3 1384 | 254,4 | 5553 26,6 215 | 2872
M 23,6 0,9 36,0 340,1 | 2542 | 951 | 2148 2,1 324,1 0,2 73,2 120,0 | 126,7 0,8 86,5 7,4
19 slo* 332,5 | 120,0 126,0 1746 | 4689 | 98,1 636 | 3317 | 368,7 | 3075 190,0 | 1759 | 3386 26,1 7,8 187,1
M 18,4 4,3 65,4 93,1 18,5 273 | 2138 | 11,9 102,3 0,3 83,3 1010 | 21,0 0,2 371 | 1575
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Tabela Z2. Szczegétowe zestawienie wynikdw oznaczania biomarkerow uzyskane u pacjentow w grupie badanej metoda ELISA i

Luminex po pot roku po przeszczepie nerki (S/O*, surowica/osocze; M, mocz)

xMap

Numer | Rodzaj ELISA Luminex

pacjenta | materialu NGAL | KIM-1 | CXCL- | OPN* | CysC | RBP- | TFF3 | CLU | NGAL | KIM-1 | CXCL- | OPN | CysC |RBP-4| TFF3 | CLU

ng/ml | pg/ml {10 pg/ml| ng/ml | ng/ml {4 mg/l | ng/ml | pg/ml | ng/ml | pg/ml |10 pg/ml| ng/ml | ng/ml | mg/l | ng/ml | ng/ml

1 slo* 58,2 | 3753 227,5 84,7 1215 | 65,2 9,2 4273 | 873 423,8 206,5 96,5 | 1380 | 528 2,1 459,0
M 0,7 0,0 7,7 33,2 1,9 5,6 17,4 1,4 2,3 0,1 14,1 11,6 4,1 0,4 6,9 3,6

5 slo* 146,0 | 66,5 334,1 52,3 1180 | 63,1 115 | 5196 | 82,6 344,6 468,2 56,6 | 1372 | 53,0 2,6 448,9
M 2,2 0,0 28,0 46,9 23,6 2,5 33,3 5,3 13,1 0,2 43,4 160,2 | 313 0,3 34,9 15,2

3 slo* 60,3 | 160,2 230,3 82,7 | 9714 | 614 | 12,8 | 556,1 | 56,7 209,3 228,0 | 171,7 | 1456 | 58,2 2,9 460,0
M 0,8 0,2 8,5 169,2 1,0 79 75,2 3,0 2,5 0,2 24,9 132,6 | 137 0,1 22,2 14,6

4 slo* 67,0 | 904,9 318,0 163,9 | 1347 | 784 | 135 | 3230 | 689 4446 559,1 | 132,3 | 1984 | 99,7 2,9 496,6
M 4,2 0,3 18,4 137,1 1,8 2,6 34,9 1,3 8,5 0,2 39,9 158,3 2,7 0,4 12,8 4,5

5 slo* 75,3 | 2334 116,3 55,2 | 884,3 | 624 7,0 4454 | 639 423,8 200,4 77,7 | 1032 | 523 15 450,3
M 2,6 0,3 18,4 89,2 0,7 1,3 24,5 1,8 0,6 0,1 29,9 125,3 1,6 0,0 3,5 2,7

6 slo* 96,8 | 274,2 107,0 1242 | 1525 | 710 | 338 | 512,7 | 879 509,3 255,5 72,9 | 1844 | 481 3,5 4312
M 8,6 0,4 14,3 2257 5,6 1,9 43,4 6,1 31,0 0,2 34,6 2536 | 20,3 0,0 13,4 37,1

7 slo* 143,9 | 254,0 103,0 82,9 1204 | 710 | 321 | 571,1 | 294,1 | 42338 203,4 93,7 | 1912 | 2341 4,3 528,4

M 16,9 1,1 47,1 674,3 | 18,7 14,8 | 106,5 | 66,5 48,2 0,2 39,1 3495 | 344 0,1 34,3 | 137,2

8 slo* 416 | 4539 160,1 1044 | 2298 | 87,3 | 20,4 | 3489 | 475 344,6 215,3 50,2 | 1760 | 87,7 2,7 514,0
M 4,3 15 50,4 6743 | 749 62,2 | 4379 | 410 11,4 0,3 132,5 [1043,6] 97,0 0,5 60,7 89,1

9 slo* 65,2 | 156,1 779,6 1210 | 1724 | 56,3 13,3 | 379,3 | 60,7 2722 920,0 66,4 | 2052 | 756 3,1 430,8

M 17,1 1,8 183,6 6743 | 756 97,4 | 494,8 | 1026 | 398 0,3 179,6 |808,9 | 90,9 0,6 56,0 | 299,1

10 slo* 255 | 327,1 2727 246,3 | 1780 | 478 0,2 222,7 | 556 2722 183,1 | 1605 | 1807 | 17,8 2,4 70,2
M 12,1 1,1 56,5 73,9 39 6,7 45,2 2,2 22,1 0,0 13,0 2245 | 10,2 0,0 16,1 2,0

1 slo* 1510 | 3074 75,0 62,7 2147 | 68,0 | 229 | 376,3 | 2398 | 27272 51,3 1104 | 2584 | 348 8,1 2242
M 4,1 3.4 11,9 4175 | 20,3 18,5 | 2125 | 321,2 75 0,3 19,9 331,3 | 273 0,1 77,3 4,0

12 slo* 11,7 | 1995 105,2 59,7 1494 | 99,1 | 34,7 | 340,3 | 231 150,3 65,3 219 | 2797 | 38,2 11,2 | 248,0

M 53 0,7 13,9 25,8 18,7 99,6 | 2146 2,0 15,1 0,2 26,6 18,4 24,3 1,0 76,4 | 1148

13 slo* 189 | 1414 156,6 75,0 1221 | 37,3 139 | 3526 | 29,8 207,3 95,3 41,1 | 2074 | 405 14,0 | 259,1
M 1.2 0,2 7,4 105,9 53 33 122,3 2,8 1,6 0,1 13,0 99,6 7,6 0,0 454 2,0

14 slo* 80,5 | 2319 64,7 75,0 2248 | 46,3 13,2 | 3990 | 1147 | 27272 54,2 54,4 | 2659 | 196 4,6 328,5
M 10,7 0,2 101,0 450,3 5,8 2,8 47,1 25 23,6 0,1 1134 | 683,7 | 440 0,0 18,2 2,9
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15 slo* 32,6 161,3 109,9 80,8 1602 | 56,3 20,2 | 3539 515 238,8 67,9 851 [22848| 216 9,5 289,3
M 59 0,3 29,2 106,6 8,0 316 | 2681 2,6 102,5 0,2 61,4 426,6 | 65,6 0,5 114,8 | 746,8
16 slo* 1911 73,8 93,2 163,1 | 2757 | 855 30,5 | 1931 | 246,2 | 2073 75,8 74,1 32846 | 349 6,8 307,6
M 11,0 0,5 154 170,2 | 30,0 91,3 | 154,7 | 38,6 36,9 0,1 23,3 2153 | 821 11 64,6 6,9
17 slo* 30,1 | 489,2 57,8 390,0 | 2225 | 70,6 15,7 | 353,1 52,8 372,2 49,9 134,0 | 1820,5| 29,5 3,4 227,5
M 4,3 0,9 13,0 296,2 | 25,2 911 | 2741 | 434 15,1 0,2 29,9 3229 | 30,2 11 96,6 7,5
18 slo* 205,9 | 229,6 467,0 230,5 | 2567 | 47,7 249 | 270,2 | 206,6 | 1873 238,7 856 |3181,1] 204 6,0 248,9
M 13,8 1,2 16,8 4464 | 49,1 97,1 | 3335 | 1859 | 2904 0,3 29,9 75,8 77,6 0,9 103,8 9,4
19 slo* 2584 | 256,9 486,7 139,1 | 2597 | 56,4 18,3 | 292,0 | 232,9 | 600,9 3976 | 1413 | 26553 | 12,7 51 180,9
M 23,6 2,0 11,7 22,6 37,4 45,5 535 | 1214 | 2211 0,0 13,0 82,4 61,6 0,4 19,0 4,6
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Tabela Z3. Szczegétowe zestawienie wynikow oznaczania biomarkerow uzyskane u pacjentdow w grupie badanej metoda ELISA i xMap
Luminex po roku po przeszczepie nerki (S/O*, surowica/osocze; M, mocz)

Numer | Rodzaj ELISA Luminex

pacjenta | materialu NGAL | KIM-1 | CXCL- | OPN* | CysC | RBP- | TFF3 | CLU | NGAL | KIM-1 | CXCL- | OPN | CysC |RBP-4| TFF3 | CLU

ng/ml | pg/ml {10 pg/ml| ng/ml | ng/ml {4 mg/l | ng/ml | pg/ml | ng/ml | pg/ml |10 pg/ml| ng/ml | ng/ml | mg/l | ng/ml | ng/ml

1 slo* 105,5 | 388,7 287,1 110,3 | 967,1 | 47,0 8,1 370,9 | 1144 | 509,3 215,3 94,8 | 1180 | 476 1.2 440,5
M 1,4 0,1 6,2 26,2 1,4 0,9 7,1 11,2 0,6 0,2 8,4 10,7 2,0 0,0 5,8 27,2

5 slo* 46,6 48,1 170,1 413 1104 | 75,3 126 | 5213 | 475 344,6 3745 47,3 | 1248 | 614 2,8 508,7
M 3,6 0,1 33,1 87,6 17,5 1,2 1844 3,6 15,3 0,3 79,2 180,2 | 28,6 0,2 52,7 7,1

3 slo* 83,3 | 181,0 779,6 1044 | 9759 | 59,5 116 | 570,8 | 75,0 385,6 3484 | 1812 | 1288 | 38,1 2,8 466,7
M 3,4 0,6 14,8 63,8 4,5 14,8 | 68,6 3.9 8,5 0,2 34,6 58,4 28,0 0,3 24,0 24,6

4 slo* 64,1 | 337,3 93,8 75,6 1190 | 735 148 | 5924 | 433 323,8 113,3 | 1056 | 1796 | 94,1 2,9 678,6
M 5,6 0,1 6,7 264,0 4,6 1,2 49,5 0,5 9,7 0,2 19,9 394,6 6,8 0,1 33,7 34

5 slo* 46,9 | 2055 124,2 68,5 |1653,1| 97,1 9,5 4229 | 46,7 344,6 205,0 61,5 | 1608 | 64,5 2,2 408,7
M 0,7 0,3 6,7 86,2 0,6 1,1 17,7 5,2 0,6 0,1 8,4 67,6 0,9 0,0 0,7 22,5

6 slo* 128,3 | 1943 143,9 77,6 1420 | 814 | 16,2 | 380,7 | 99,6 423,8 3444 60,7 | 1104 | 66,0 33 4259
M 0,7 0,2 5,3 185,7 4,4 1,0 16,7 2,0 0,2 0,1 14,1 85,3 3.9 0,0 53 2,5

7 slo* 80,1 | 266,5 458,1 152,3 | 1060 | 82,1 105 | 4431 | 66,7 423,8 3004 | 162,3 | 1816 | 266,7 2,6 412,0
M 35 0,2 6,5 374,3 4,1 2,5 54,8 3,0 5,6 0,2 14,1 224.6 6,1 0,0 13,9 7,3

8 slo* 151,1 | 418,0 92,6 107,2 | 2774 | 86,9 17,8 | 2471 | 1780 | 27272 70,6 67,7 | 3373 | 410 15,1 | 2125
M 4,3 1,3 25,6 664,3 | 822 36,5 | 290,8 | 39,0 10,8 0,3 51,3 [1040,0| 102,1 04 103,7 | 19,9

9 slo* 1450 | 1554 627,5 34,5 2048 | 345 16,5 | 308,7 | 230,0 | 207,3 270,8 17,1 | 2153 | 32,2 4,9 175,8
M 22,6 1,3 28,8 574,3 | 29,6 28,0 | 518,1 | 197 90,9 0,2 45,5 6738 | 68,2 0,3 83,3 10,4

10 slo* 65,7 | 276,1 400,5 132,3 | 2418 | 459 | 20,9 | 373,1 | 1586 | 207,3 235,6 69,5 | 2310 | 20,1 55 164,0
M 8,4 1,6 105,9 674,3 | 48,2 10,5 | 2129 2,2 13,9 0,2 48,4 [1940,0| 69,1 0,1 73,3 4,0

1 slo* 120,1 | 170,0 658,2 48,9 2642 | 56,9 | 28,0 | 3255 | 2123 | 150,3 298,4 86,1 | 2789 | 215 10,3 | 1904
M 17,8 5,3 190,6 6743 | 126 95,8 | 558,8 | 104 87,7 1,6 798,1 | 690,0 | 135 1,0 172,2 | 325

12 slo* 38,6 | 136,2 127,3 65,5 2306 | 55,1 | 38,2 | 3714 | 695 207,3 75,3 24,2 | 3545 | 101 9,8 197,1
M 53 0,8 35,3 3875 | 475 88,0 | 5355 1,9 15,8 0,3 70,6 433,4 | 106,7 0,9 1411 | 12,6

13 slo* 1458 | 1516 130,9 62,9 1598 | 28,7 3,9 300,7 | 247,2 | 207,3 75,8 33,2 | 2615 | 139 6,0 293,7
M 1,3 0,2 10,0 163,0 1,6 1,0 95,2 2,0 1,6 0,1 13,0 1711 3,6 0,0 39,1 2,0

14 slo* 1356 | 2575 103,2 22,2 2271 | 46,5 18,8 | 3765 | 163,8 | 27272 70,6 30,4 | 2848 | 188 6,1 303,5
M 35 0,1 8,1 5735 | 110 27,8 | 54,9 0,9 9,8 0,0 9,6 8654 | 64,6 0,3 19,6 2,0
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15 slo* 1193 97,8 183,4 52,9 1619 | 424 18,7 | 349,9 | 2548 | 2222 1045 64,0 | 2697 | 175 7,0 289,9
M 10,3 0,3 28,1 130,9 7,6 42,1 | 206,4 0,1 172,4 0,2 45,5 5289 | 2438 0,6 78,2 28,8
16 slo* 22,4 21,4 193,3 353 | 806,0 | 24,6 8,2 169,1 38,9 172,2 121,9 33,2 | 1943 | 126 2,0 271,2
M 3.8 0,0 13,9 90,7 6.8 26,6 83,4 3,7 9,9 0,1 16,5 107,5 7,8 0,4 28,8 2,4
17 slo* 181,7 | 256,2 106,5 1835 | 3531 | 89,0 456 | 2476 | 166,9 | 150,3 80,8 86,4 | 6224 | 436 17,2 | 109,3
M 13,6 0,8 95,4 1299 | 2410 | 785 | 1042 | 53,6 159,0 0,2 136,4 77,5 | 168,8 0,9 52,7 | 2404
18 slo* 204,4 | 196,5 1251 196,0 | 2492 | 59,3 23,3 | 2930 | 2325 | 1573 70,6 65,2 | 3085 | 219 57 270,7
M 8.2 1,0 28,1 23,1 43,1 88,1 | 3918 | 187,9 | 1220 0,3 39,4 57,4 42,7 0,8 109,8 | 10,1
19 slo* 13855 | 116,9 153,0 72,5 1663 | 38,5 153 | 394,6 | 1849 | 207,3 59,8 40,3 | 11102 94 4,4 257,6
M 12,8 0,7 10,3 1618 | 179,3 | 82,2 83,0 22,8 74,2 0,1 13,0 195,8 | 165,2 0,7 28,6 54

202




Tabela Z4. Szczegotowe zestawienie wynikow oznaczania parametrow biochemicznych uzyskane u pacjentow w grupie badanej w odstgpach
czasu po przeszczepie nerki (S, surowica)

Parametry biochemiczne

Dzien po przeszczepie Pol roku po przeszczepie Rok po przeszczepie
Numer | Rodeaj | 2 | R 5| 5 | 3| B |g_| ®°| 2| £ |3 E|g Rl &| 5|3 %
pacienta | maeria | £S5\ @S| | | E| B |Sged| T FE| E sged| £| E|E| E
§2/QE| §| £ | 2| £|EEQE| 5| = |g| ¥ |EQE §| £ | g| %
N E| 8| & | 8| 2 |¢| E|l | & | 8| 2 |¥| El S| & |8 =
= a (@) = o ) S a 5
1 S 5,0 13,0 95,1 136,0 | 53 | 1040 | 15 | 54,0 | 46,3 | 1420 | 44 | 103,0 | 1,5 | 52,0 | 48,1 | 1440 | 4,7 | 1040
2 S 1,3 | 51,0 | 50,5 | 142,0 | 46 | 1090 | 1,0 | 68,0 | 39,4 | 1430 | 45 | 1060 | 1,2 | 57,0 | 32,3 | 1410 | 45 | 107,0
3 S 13 | 470 | 79,2 | 1360 |41 | 970 |09 | 71,0 | 425 | 1390 | 50 | 1020 | 09 | 72,0 | 37,6 | 136,0 | 45 | 98,0
4 S 1,2 67,0 46,8 1450 | 42 | 1080 | 16 | 47,0 | 523 | 1390 | 45 | 100,0 | 1,1 | 73,0 | 47,3 | 1440 | 4,6 | 103,0
5 S 14 | 58,0 52,9 1410 | 46 | 1100 | 1,2 | 72,0 | 30,0 | 1420 | 43 | 1030 | 1,2 | 69,0 | 345 | 140,0 | 41 | 1010
6 S 5,9 70 | 1543 | 139,0 | 6,0 | 1030 | 1,0 | 57,0 | 340 | 142,00 | 51 | 1020 | 1,2 | 49,0 | 53,3 | 1430 | 4,8 | 103,0
7 S 55 | 100 | 81,3 | 139,0 | 47| 99,0 | 16 | 450 | 38,2 | 142,0 | 46 | 1040 | 1,5 | 50,0 | 40,7 | 1410 | 3,3 | 99,0
8 S 10,4 5,0 168,7 | 139,0 | 5,1 99,0 1,2 | 70,0 | 60,2 | 1450 | 4,0 | 1070 | 1,2 | 66,0 | 56,1 | 143,0 | 4,6 | 102,0
9 S 9,0 7,0 150,9 | 136,0 | 56 | 1040 | 1,9 | 43,0 | 436 | 1380 | 3,8 | 1030 | 1,6 | 53,0 | 49,8 | 138,0 | 4,1 | 102,0
10 S 3,2 140 | 121,3 | 1390 | 43 | 1070 | 1,1 | 52,0 | 50,2 | 1430 | 44 | 1030 | 1,1 | 51,0 | 51,9 | 1440 | 46 | 104,0
11 S 3,8 12,0 76,5 1430 | 49 | 1030 | 15| 370 | 384 | 1430 | 54 | 103,0 | 1,7 | 33,0 | 37,6 | 142,0 | 52 | 103,0
12 S 2,6 21,0 77,0 1330 | 44 | 1050 | 15| 420 | 67,0 | 138,0 | 45 | 1050 | 1,6 | 39,0 | 57,7 | 1390 | 42 | 104,0
13 S 3,3 19,0 | 105,3 | 137,0 | 4,7 | 1000 | 1,1 | 69,0 | 334 | 1420 | 5,0 | 1070 | 1,3 | 57,0 | 41,5 | 1410 | 4,7 | 105,0
14 S 3,9 13,0 49,6 136,0 | 46 | 1010 | 15 | 41,0 | 479 | 1340 | 44 96,0 20| 280 | 57,0 | 1350 | 42 | 99,0
15 S 49 9,0 84,7 1350 | 6,6 | 1000 | 1,4 | 410 | 67,7 | 1390 | 41 | 103,0 | 1,2 | 47,0 | 53,1 | 142,0 | 42 | 103,0
16 S 10,6 5,0 104,6 | 134,0 | 59 97,0 16 | 50,0 | 51,9 | 139,0 | 5,2 | 1040 | 1,7 | 47,0 | 40,3 | 143,0 | 5,1 | 108,0
17 S 6,3 11,0 65,6 1390 | 6,8 99,0 14 | 670 | 383 | 1410 | 48 | 1080 | 15| 63,0 | 41,8 | 1410 | 44 | 1110
18 S 52 11,0 78,6 136,0 | 52 | 1010 | 1,2 | 61,0 | 49,2 | 1410 | 46 | 1040 | 1,2 | 61,0 | 51,2 | 143,0 | 43 | 103,0
19 S 4,1 14,0 85,3 138,0 | 47 | 1020 | 15 | 470 | 50,5 | 138,0 | 4,8 90,0 13| 54,0 | 349 | 140,0 | 4,5 | 100,0
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Tabela Z5. Szczegdtowe zestawienie wynikoOw oznaczania biomarkerow uzyskane u w grupie kontrolnej metodg ELISA i xMap Luminex (S/O*,
surowica/osocze; M, mocz)

Numer Rodzaj ELISA Luminex

pacjenta | materiatu NGAL | KIM-1 | CXCL- | OPN* | CysC | RBP- | TFF3 | CLU | NGAL | KIM-1 | CXCL- | OPN | CysC |RBP-4| TFF3 | CLU
ng/ml | pg/ml |10 pg/ml| ng/ml | ng/ml |4 mg/l | ng/ml | pg/ml | ng/ml | pg/ml |10 pg/ml| ng/ml | ng/ml | mg/l | ng/ml | ng/ml
1 s/lo* 49,1 15,2 110,3 67,3 | 721,7 | 30,3 7,8 169,7 | 1444 56,4 117,7 55,4 | 1594 9,1 4,7 154,2

M 1,1 0,1 15,5 372,0 | 135 26,5 59,4 4,8 1,3 0,1 51,3 154,0 | 60,7 0,0 63,9 0,2
5 s/lo* 42,3 40,0 90,0 38,1 | 758,1 | 75,2 5,8 307,1 91,9 150,3 65,3 20,8 1372 14,1 2,1 372,9

M 1,3 0,0 11,5 309,1 | 22,9 16,4 90,8 2,5 3,9 0,1 9,6 188,0 | 1244 0,1 20,7 0,1
3 s/lo* 61,7 38,4 68,1 475 | 6905 | 51,6 12,7 | 204,7 94,0 1446 75,8 65,2 1189 8,9 3,9 215,1

M 1,8 0,0 21,6 280,9 94 5,4 89,3 9,3 1,9 0,0 9,6 450,5 | 59,3 0,0 32,0 0,3
4 s/lo* 39,6 18,1 63,1 27,7 | 4443 | 30,3 6,1 438,7 69,7 72,2 54,2 24,2 1059 12,0 2,0 348,0

M 4,0 0,0 17,7 158,2 2,5 12,4 79,7 2,4 10,8 0,0 9,6 336,7 | 21,3 0,0 23,9 0,1
c s/lo* 47,1 33,5 88,6 56,9 | 7726 | 77,8 8,2 230,5 | 104,0 | 128,3 90,6 58,8 1590 13,6 3,2 194,3

M 2,7 0,0 28,3 205,4 3,2 26,7 | 123,1 2,6 2,1 0,1 16,5 169,0 | 37,0 0,0 37,8 0,1
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Zalacznik nr 3

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

Uchwata nr KB-0012/114/12
Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie z dnia 29 pazdziernika 2012 r.

Na podstawie art. 29 ust. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza i lekarza dentysty (Dz. U.
205.11.2008 r. Nr 136, poz. 857) oraz § 6 rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegélowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziafania komisji bioetycznych
(Dz. U. Nr 47, poz. 480) uchwala sig, co nastepuje:

§1
Komisja Bioetyczna Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie /obradujgca i wydajaca opinie zgodnie

z zasadami GCP Good Clinical Practice/ w sktadzie wedtug listy dotaczonej do uchwaly, po zapoznaniu sie
z dokumentacjg projektu badawczego pt.:

+Wplyw czynnikéw immunologicznych i nieimmunologicznych na czas przezycia allogenicznego graftu”.

Gtéwny Badacz: dr n. med. Iwona Wojciechowska-Koszko — Zaktad Mikrobiologii i Immunologii PUM w Szczecinie

Cztonkowie zespotu badawczego:
- prof. drhab. n. med. Stefania Giedrys-Kalemba,
- prof. dr hab. n. med. Kazimierz Ciechanowski,
- prof. dr hab. n. med. Bogustaw Machalifiski,
- drn. med. Edyta Paczkowska,
- drn. med. Bartosz Wojciuk

Recenzent badania: prof. dr hab. n. med. Marek Drozdzik

stwierdza:
1. osrodek, w ktérym ma by¢ przeprowadzone badanie speinia wymogi dla jego przeprowadzenia,
2. kwalifikacje zawodowe i naukowe kierownika badania gwarantujg wtasciwe przeprowadzenie badania,
3. osoby poddane badaniu zostana szczegblowo zapoznane z celami i zasadami przeprowadzenia
do$wiadczenia, ze spodziewanymi dla nich korzy$ciami leczniczymi oraz o ryzyku zwigzanym
z poddaniem sie eksperymentowi,
4. zagwarantowano w badaniu obowiazek uzyskania $wiadomej zgody od wszystkich badanych oséb lub ich

przedstawicieli ustawowych, ochrong danych osobowych uczestnikéw badania oraz mozliwosci
odstapienia od udziatu w eksperymencie w kazdym jego stadium.

R e e L e S e B T T T T
Pormorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, 70-204 Szczecin, ul. Rybacka 1, tel. + 48 91 48 00 700, fax + 48 91 48 00 705, www pum.edu.pl
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W zwigzku z powyzszym Komisja Bioetyczna PUM wyraza pozytywna opinie o zaprezentowanym badaniu.

§2

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku i przedstawionego projektu; kazda zmiana i

modyfikacja projektu badawczego wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowiazany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, ktére moglyby mie¢ wplyw na opinie Komisji, o ciezkich lub
niespodziewanych zdarzeniach niepozadanych i nieprzewidzianych okoliczno$ciach, o zakoriczeniu badania i o
jego wynikach.

§3

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia i obowiazuje na okres badania.

Lista dokumentow zataczonych do wniosku:

Opis projektu badawczego,

Informacja dla uczestnika badania,

Zgoda na udzial w badaniu,

Zgoda Kierownika prof. dr hab. Bogustawa Machalifiskiego na przeprowadzenie badan w Katedrze i
Zakfadzie Patologii Ogélnej PUM w Szczecinie,

Zgoda Kierownika prof. dr hab. Kazimierz Ciechanowskiego na przeprowadzenie badar w Klinice
Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych PUM w Szczecinie.

PRZEWODNICZACY
Kaisii Bioetytznej
Pomorskiago Un| g0 w Szczecinle

orof. dr hab. n. med. Marek Drozdzik
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Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

R L
Lista cztonkéw Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie uczestniczacych
w posiedzeniu w dniu 29 pazdziernika 2012r.

Przewodniczacy: ‘.M
1. prof. dr hab. Marek Drozdzik

Wiceprzewodniczaca:
2. mgr Maria Matusiak

3. prof. dr hab. Dariusz Chlubek

4, dr hab. Marek Myslak

5. dr hab. Maciej Zukowski

6. prof. dr hab. Zdzistawa Kornacewicz-Jach
7. dr hab. prof. nadzw. PUM Dariusz Bielicki
8. dr hab. Andrzej Brodkiewicz

9. dr hab. Krystyna Lisiecka

10. dr hab. prof. nadzw. PUM Piotr Prowans
11. dr hab. prof. nadzw. PUM Jacek Rudnicki
12. ks. prof. Henryk Wejman

13. ks. dr hab. prof. US Wiestaw Dyk

14. mgr Witold Frankiewicz

15. mgr Bernadeta Lega A R

e ity e R
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INFORMACJA DLA UCZESTNIKA BADANIA

Temat badania: . Wplyw czynnikéw immunologicznych
i nieimmunologicznych na czas przezycia

allogenicznego graftu”.
Zostal Pan/Pani zaproszony/zaproszona do udzialu w badaniu naukowym prowadzonym w
Katedrze 1 Zakiadzie Mikrobiologii 1 Immunologii Pomorskiego Uniwersytetu

Medveznego w Szczecmie.

Udzial w badaniu jest catkowicie dobrowolny, a odmowa wzigcia udziatu nie wphynie w
zaden sposob na leczenie Pana/Pani.

Zanim Pan/Pam zdecyduje o swoim udziale w badaniu, prosze zapoznac si¢ z zamieszczonymi
ponizej informacjami, a w razie watpliwosci 1 pytan skorzystac z danych kontaktowych
umieszczonych ponizej.

Jaki jest cel badania?

Przeszczepy allogeniczne narzadow tj. nerka, watroba czy phico sa czesto jedynym
sposobem leczenia chordb 1 dysfunkcji tych narzadow. Istotnym problemem wspolczesnej
transplantologii jest uzyskanie réwnowagi immunologiczne] w ukladzie biorca — przeszczep.
Brak takiej rownowagi staje sie przyczyna odrzucenia przeszczepu 1 w konsekwencji do
uposledzenia jego funkeji 1 skrocemia okresu jego przezycia. Aktualnie w  badaniach
naukowych zmierza sie w kienmku poszukiwania nowych parametréw prognostycznych
umozliwiajacych maksymalnie indywidualne postepowanie z biorca 1 tym samym zapewnienie
mozliwie najdiuzszego okresu przezycia grafiu oraz zachowanie jego optymalnej funkcji.

OdpowiedZ ukladu immunologicznego na alloprzeszczep nerkd skiada sie z etapu
rozpoznania obcych antygendow HLA dawcy, aktywacji limfocytow Th i B biorcy oraz fazy
efektorowe], ktdra bezposrednio jest odpowiedzialna za niszczenie komorek przeszczepionego
narzadu. W fazie tej aktywowane sa zarowno mechanizmy odpowiedzi wrodzone;j jak i nabytej,
glownie reakceja cytotoksyczna przy udziale alloprzeciwgial. limfocytow Te czy komdrek NK.
Pytanie, ktory z powyzszych mechanizméw odgrywa najistotniejsza role w niszczeniu graftu
nadal pozostaje bez jednozmacznej odpowiedzi. Obok dotychczas opisanych mechanizméw
odpowiedzi nabyte] komdrkowe] zwiazanvch z dzialaniem IL 2 oraz aktywnoscia komorek
Thl, postuluje sie role innych nowo poznanych mechanizméw, szczegolnie udzialu komorek
Th17 oraz komérek NK, w tym przypadku efekt uzalezniony jest od polimorfizmu KIR 1 jego
interakeji z poszczegdlnymi antygenami HLA. Ponadto rosnie liczba doniesien sugerujacych
negatywny wplyw zakazen ukladu moczowego na funkcje przeszczepu u biorcow nerek.

Dzieki badaniom naukowym dysponujemy coraz to nowszymi markerami pozwalajacymi
diagnozowa¢ réznego rodzaju zaburzenia fimkcji nerek. Dlatego cheielibysmy oszacowaé
przvdatmosé powvze] wymienionych parametrow w monitorowaniu uszkodzenia nerek u
pacjentdw po przeszczepie celem umozliwienia maksymalnie indywidualnego postepowania z
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biorca 1 tym samym zapewnienie mozliwle najdiuzszego olaesu przezycia graftu oraz
zachowanie jego optymalnej funkcji.

Jak bedzie przebiegalo badanie?

Badania przeprowadzane beda w dniu zgloszenia sie pacjenta do przeszczepu oraz
pedczas planowych wizyt kontrolnych w Poradni Transplantacyjnej, czyli w 6,12,24 miesiacu
po przeszczepie.. W dniu zgloszenia do przeszczepu pobrane zostana 2 probki krwi na EDTA
kazda o objetosci 2,7 ml, jedna probka karwi na skrzep o objetosci 7.5 ml. W okresie od 1 dnia
do 3 tygodni po przeszezepie, czyli w momencie podjecia przez graft prawidiowej funkeji,
pobrana zostanie probka moczu o objetosci 10 ml. Natomiast podczas kazdej wizyty kontrolnej
pobrane zostana 1 probki krwi na EDTA o objetosci 2,7 ml, jedna probka krwi na skazep o
objetodci 7,5 ml oraz probka moczu o objetosci 10 ml. Materiat ten bedzie rowniez pobierany
do badan w ilosciach identycznych w przypadkach naghych, czyli w sytuacjach pogorszenia
funkeji przeszczepionego narzadu. Pobrany material, zostanie odwirowany, rozdzielony i
przechowywany do czasu oznaczen w zamrozenmin w Zakladzie Mikrobiologii.
Niewykorzystane porcje pobranych probek zostana zarchiwizowane i przechowane przez okres
5 lat celem wykonania w razie koniecznoscl badan powtorkowvch vlub postuza do wykonania
oznaczen nowych parametrow diagnostycznych celem poszerzenie i zglebienia powyzszego
tematu badan. Po uplywie 5 lat zgromadzone probki zostana zmiszczone. Skorzystamy takze z
kilku najwazniejszych dla badania danych medycznych takich jak: wiek, plec, etiologia infekcji
ZUM, stosowane leki, wyniki badan rutynowych wykonywanych w czasie pobytu w Klinice,
oczywiscie z zachowaniem peknej anonimowosci. Zz udzial w badaniu nie przewiduje sie
zadnej odplatnosci.

Z kim powinien sie Pan/Pani skontaktowac w celu uzyskania dodatkowej informacji?
Osoba do kontaktu:
dr n.med. Iwona Wojciechowska-Koszko

Adres:
Katedra 1 Zaktad Mikrobiologii 1 Immunologii PUM
ul. Powstancow Wielkopolskich 72,
70-111 Szczecin,
tel. 91-466-16-65 (pracownia immunologiczna)



Szczecin, dn..ooo.

Zgoda na udzial w badaniu

Ja, nizej podpisany/a. (imie 1 nazwisko)
wyrazam zgode na udzial w badaniu naukowym pt. _Wplyw czynnikéw immunologicznych
i nieimmunologicznych na czas przezycia allogenicznego graftu”.

Uzyskatem/am wyjasnienie dotyczace charakteru 1 celu badania 1 miatem/am mozliwoéé zadawania pytan
dotyczacych badania. Otrzymalem/am kopie karty informacyjnej dla uczestnikéw badania.

Po rozwazeniu wyrazam zgode na moj udzial w badaniu. Przyjmuje do wiadomoéci, ze méj udzial w
badaniach jest catkowicie dobrowolny. Wiem, ze moje dane osobowe nigdy nie zostana ujawnione, a zebrane
informacje pozostana poufne. Wyrazam jednoczeénie zgode na wykorzystanie wynikéw badan w publikacjach
naukowych pod warunkiem, Ze nie pozwola one na identyfikacje mojej osoby.

Podpis osoby prowadzacej badania Podpis uczestnika badania
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