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1. WYKAZSKROTOW

Skrot Nazwa angielska Nazwa polska
AKI acute kidney injury ostre uszkodzenie nerek
ASA acetylsalycic acid kwas acetylosalicylowy
BMI body mass index wskaznik masy ciata
p2M 2-microglobulin B2-mikroglobulina
CChN - cukrzycowa choroba nerek
CKD-EPI Chronic Kidney Disease -
Epidemiology Collaboration
CRP C-reactive protein biatko C-reaktywne
CysC cystatin C cystatyna C
FSGS focal segmantal glomerulosclerosis | ogniskowe segmentalne stwardnienie
kiebuszkow nerkowych
eGFR estimated glomerular filtration rate szacunkowy wspotczynnik filtracji
kigbuszkowej
eGFR glomerular filtration rate estimated | wspotczynnik filtracji kigbuszkowe;j
(CKD-EPI¢y) according to CKD-EPI equation oszacowany wedtug wzoru CKD-EPI
based on serum creatinine na podstawie st¢zenia Kreatyniny
W surowicy
eGFR (CKD- | glomerular filtration rate estimated | wspotczynnik filtracji kigbuszkowe;j
EPlcysc) according to CKD-EPI equation oszacowany wedtug wzoru CKD-EPI
based on serum cystatine C na podstawie st¢zenia cystatyny C
W surowicy
HbA. glycated hemoglobin A;c hemoglobina glikowana A
109G immunoglobulin G immunoglobulina G
IL-6 interleukin 6 interleukina 6
IL-8 interleukin 8 interleukina 8
iPTH intact parathormone parathormon (cala czasteczka)
KDIGO Kidney Diseae: Improving Global -
Outcomes
KIM-1 kidney injury molecule-1 czasteczka uszkodzenia nerek -1




L-FABP liver type fatty acid binding protein watrobowe biatko wigzgce kwasy
thuszczowe
MCH mean cell haemoglobin $rednia zawarto$¢ hemoglobiny
w erytrocycie
MCHC mean cell haemoglobin $rednie stezenie hemoglobiny
concentration w erytrocycie
MCV mean cell volume $rednia objetos¢ erytrocyta
MGN membranous glomerulonephritis bloniaste zapalenie klebuszkow
nerkowych
MMP-9 matrix metalloproteinase 9 metaloproteinaza 9
MPGN membranoproliferative bloniasto-rozplemowe zapalenie
glomerulonephritis kiebuszkow nerkowych
NGAL neutrophil gelatinase-associated lipokalina neutrofilowa zwigzana
lipocalin Z zelatynazg
NLPZ - niesterydowe leki przeciwzapalne
PChN - przewlekta choroba nerek
PTD - Polskie Towarzystwo
Diabetologiczne
sCr serum creatinine kreatynina w surowicy
sCysC serum cystatine C cystatyna C w surowicy
SDS sodium dodecyl sulphate siarczan dodecylu sodu
SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate - elektroforeza na zelu
polyacrylamide gel electrophoresis poliakrylamidowym w obecnosci
siarczanu dodecylu sodu
SNGAL serum neutrophil gelatinase- lipokalina neutrofilowa zwigzana
associated lipocalin z zelatynazg W surowicy
sUMOD serum uromodulin uromodulina w surowicy
T2DM type 2 diabetes mellitus cukrzyca typu 2
TIA transient ischaemic attack przemijajagcy napad niedokrwienny
TRF transferrin transferyna
UACR urine albumin to creatinine ratio wskaznik albumina do kreatynina

W pojedynczej porcji moczu




UAER urine albumin excretion rate dobowe wydalanie albuminy
W moczu
up2M urine B2-microglobulin 2-mikroglobulina w moczu
uCr urine creatinine kreatynina w moczu
ulgG urine immunoglobulin G immunoglobulina G w moczu
uKIM-1 urine kidney injury molecule-1 czasteczkauszkodzenia nerek - 1
W moczu
UMOD uromodulin uromodulina
UNGAL urine neutrophil gelatinase- lipokalina neutrofilowa zwigzana
associated lipocalin z zelatynazg W moczu
uL-FABP urine liver type fatty acid binding watrobowe biatko wigzace kwasy
protein thuszczowe w moczu
uTRF urine transferrin transferyna w moczu
uUMOD urine uromodulin uromodulina w moczu
uPAR urokinase-type plasminogen receptor urokinazowy aktywatora

activator receptor

plazminogenu




2. WSTEP

Cukrzycowa choroba nerek (CChN) to szczegdlna posta¢ przewlektej choroby nerek
(PChN), z definicji trwajaca powyzej 3 miesiecy. W jej przebiegu dochodzi do strukturalnych
lub czynno$ciowych nieprawidtowosci w zakresie nerek. Towarzyszy im prawidtowa lub
uposledzona filtracja kigbuszkowa. Za CChN w klasycznym ujeciu przemawia obecno$é
biatkomoczu lub zwigckszonego wydalania albuminy w moczu, jako wyraz glomerulopatii
oraz towarzyszgca retinopatia [1]. Nalezy pamigtac, ze u chorujgcego na cukrzyce, PChN
moze mie¢ rowniez inng etiologie. W przypadku obserwowanego aktywnego osadu moczu,
szybkiej utraty funkcji filtracyjnej nerki, znacznego narastania biatkomoczu, czyli
nieprawidtowosci, ktore sugeruja inng etiologi¢ uszkodzenia nerek niz CChN, u chorego
z cukrzyca wskazane jest wykonanie biopsji gruboigtowej celem poszerzenia diagnostyki
I wyjasnienia etiologii stwierdzanego uszkodzenia nerki [1].

Na podstawie danych pochodzacych z Polskiego Rejestru Biopsji, gromadzonych
w latach 2009 — 2014, stwierdzono wzrost odsetka chorych na cukrzyce poddawanych biopsji
nerki w Polsce z 10,8% w 2009 do 17,5% w 2014 roku. Zmiany typowe dla CChN
stwierdzono u 267 sposrod 766 pacjentow z cukrzycg, z czego u 4,6% przypadkow
wspotistniaty one z uszkodzeniem nerek o innej etiologii. Najczestszymi chorobami nerek
towarzyszacymi cukrzycy byly: nefropatia IgA (25,7%), bloniaste zapalenie kiebuszkoéw
nerkowych - MGN (14,3%) i bloniasto-rozplemowe zapalenie kiebuszkow nerkowych -
MPGN (14,3%). Najczestszymi rozpoznaniami biopsyjnymi u 499 chorych z cukrzyca,
u ktoérych nie stwierdzono histopatologicznych cech CChN byty: ogniskowe segmentalne
stwardnienie klebuszkéw nerkowych - FSGS (17,4%), MGN (11,4%) i nefropatia IgA
(10,7%) [2]. Jak pokazuja przedstawione powyzej dane, CChN moze wspoétistnie¢ z innym
rodzajem uszkodzenia nerek, a stwierdzany biatkomocz moze by¢ przejawem niecukrzycowej
choroby nerek.

CChN zwigksza ryzyko powiktan sercowo - naczyniowych, ktore jest ok. 37-krotnie
wicksze niz w populacji ogdlnej. Wzrasta ono roéwniez wraz z zaawansowaniem CChN.
U chorego, u ktorego albuminuria miesci si¢ w granicach pomiedzy 30-300 mg/24h, ryzyko
zgonu wynosi ok. 2% rocznie, jezeli jednak albuminuria wzrasta powyzej 300 mg/24h, to
ryzyko zgonu wzrasta do 3,5%. U o0séb leczonych nerkozastepczo wynosi ono 12% [1].
CChN stanowi takze najczestsza przyczyne schytkowej niewydolnosci nerek wymagajacej

leczenia nerkozastgpczego w Polsce.



2.1. Przebieg cukrzycowej choroby nerek (CChN)

Przebieg cukrzycowej choroby nerek zostal opisany na podstawie obserwacji
prowadzonych u 0sob chorujacych gtownie na cukrzyce typu 1 (T1DM), m.in. z powodu
mozliwosci ustalenia przyblizonej daty zachorowania. Najbardziej rzetelne informacje
dotyczace rodzaju uszkodzenia strukturalnego dominujgcego na danym etapie choroby
mozemy uzyska¢ poprzez analize materialu pobranego w trakcie biopsji gruboigtowej nerki.
Bylo to podstawg opracowania w 2010 roku przez Tevaerta i wsp. [3] klasyfikacji
histopatologicznej zmian stwierdzanych w nerkach w przebiegu cukrzycy zaréwno typu 1, jak
i typu 2 (T2DM).

Pierwszg nieprawidtowoscia I manifestacjg kliniczng, do$¢ wczesnie pojawiajacg si¢
w przebiegu CChN jest hiperfiltracja, ktéra wyprzedza cechy strukturalnego uszkodzenia
nerki. W dalszym etapie dochodzi do pogrubienia btony podstawnej w obrebie kiebuszkow
i nagromadzenia macierzy komdrkowej w obrebie mezangium. Prowadzi to przerostu
kiebuszkow oraz powigkszenia rozmiaru nerki. Ekspansja mezangium i okluzja kapilar
klebuszka jest przyczyng utraty dost¢pnej powierzchni filtracyjnej oraz pogorszenia funkcji
nerki. Towarzyszy temu zwigkszone wydalanie albuminy z moczem [4].

Wzrost wydalania albuminy obserwowany jest najczes$ciej w drugiej dekadzie od
postawienia diagnozy i jest zwigzany takze z rozpoczynajacg si¢ utratg podocytéw. Nastepnie
dochodzi do rozlanego lub ogniskowego stwardnienia kigbuszkow nerkowych, ktoremu
towarzyszg zmiany W obrgbie naczyn oraz przestrzeni cewkowo - srodmigzszowej. W trakcie
jawnej nefropatii stwierdza si¢ obecnos¢ statego biatkomoczu oraz spadek filtracji
klebuszkowej. Pomimo tego $cisle zdefiniowanego przebiegu CChN pojawiajg si¢
doniesienia, w ktorych u czesci pacjentow chorujacych na TIDM obserwowano pogorszenie
funkcji nerek bez znaczacej proteinurii, czy nawet albuminurii [4]. Zagadnienie to w swych
badaniach poruszat min. Krolewski i wsp. [5]. Podobne doniesienia pojawiaty si¢ rowniez
w odniesieniu do pacjentéw chorujacych na T2DM. Przyktadem mogg tu by¢ dwa badania,
w ktorych brato udziat odpowiednio: 301 pacjentdw leczonych w przychodni w Australii [6]
oraz 1197 Amerykanow (uczestnikow Il Narodowego Badania [7] dotyczacego stanu
odzywienia), chorujacych na T2DM oraz przewlekta chorobe nerek (PChN) w stadium G3 —
G5. U 39% i 36% badanych wykazano wydalanie albuminy w granicach normy. Podobne
wyniki byty raportowane w badaniu NEFRON [8] obejmujagcym 3893 pacjentow z T2DM, na
podstawie ktorego stwierdzono, ze nefropatia bez obecnej albuminurii stanowi dominujacy

rodzaj uszkodzenia nerek w grupie przebadanych pacjentow z PChN w stadium G3.



Interpretujac wyniki powyzszych badan nalezy rowniez bra¢ pod uwage mozliwosci

naktadania si¢ innej choroby na zmiany obserwowane w przebiegu CChN.

2.2.  Obraz histopatologiczny CChN w przebiegu T2DM

Klasyfikacja Tervaerta zostata zakwestionowana z powodu nadmiernego znaczenia
przypisywanego w niej uszkodzeniu kiebuszkow. Na poparcie tego argumentu, warto
przytoczy¢ badania przeprowadzone przez Dalla Vestra i wsp. [9], ktérzy badali strukture
nerek we wczesnym stadium CChN u pacjentow z T1DM oraz T2DM. Wykazano min, ze.
cukrzycowa glomerulopatia byta bardziej zaawansowana u pacjentow z T1DM
i Z towarzyszaca jej albuminurig. Grupa pacjentow z T2DM réznita od tych z TIDM, bowiem
tylko u 30% chorych z mikroalbuminurig stwierdzono typowe zmiany w obr¢bie klebuszkoéw
nerkowych, u 40% obserwowano bardziej zaawansowane zmiany cewkowo-srodmigzszowe
I naczyniowe, a u 30% badanych nie wykazano nieprawidtowosci w strukturze nerek. Na tej
podstawie Fioretto i wsp. [10] zaproponowali odmienny system klasyfikacji zmian
obserwowanych w przebiegu CChN u pacjentéw z T2DM.

Uszkodzenie struktury nerek w przebiegu CChN moze wigc przebiegaé inaczej niz
w T1DM. Trzeba takze bra¢ pod uwage fakt, ze T2DM dotyczy 0sob starszych, obcigzonych
dodatkowo licznymi schorzeniami, jak miazdzyca czy nadci$nienie tgtnicze, a obserwowane
u nich zmiany w obrebie kilebuszkow, jak i arterioli moga mie¢ odmienng patofizjologig.
Prawdopodobne jest rOwniez, ze obserwowana roznorodnos¢ zmian strukturalnych
stwierdzanych w CChN w przebiegu T2DM stanowi dow0d na heterogenng nature tej
choroby.

Fioretto i wsp. [11] wysuneli rowniez wniosek, ze rodzaj uszkodzenia struktury nerki
decyduje o rokowaniu. U pacjentow ze zmianami typowymi dla CChN obserwuje si¢ szybszy
spadek filtracji kigbuszkowej w poroéwnaniu do grupy, w ktorej stwierdzano prawidtowy
obraz nerek lub grupy z uszkodzeniem cewkowo-srédmigszowymi, Czy zmianami W obrgbie
arterioli. Biorgc pod uwage spostrzezenia dokonane przez Geade i wsp. [12] dotyczace
przebiegu CChN u 0s6b z T2DM i mikroalbuminurig, Fioretto i wsp. [11] wysuneli wniosek,
ze pacjenci z typowa glomerulopatia sa bardziej predysponowani do rozwinigcia si¢ u nich
PChN, a takze doswiadczajg szybszej utraty funkcji filtracyjnej nerki. Natomiast, w grupie
chorych, u ktérych dominuje uszkodzenie $rodmigzszu, stwierdza si¢ przez caty okres trwania
choroby nieznacznie zwigkszong lub prawidtowa albuminuri¢ z niewielkg utratg funkcji

filtracyjnej nerki.
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Aktualnie prowadzone sg badania majace ustali¢ rol¢ podocytow w patogenezie
CChN. W grupie 67 chorych na T2DM, wsrod ktorych byli pacjenci z podwyzszona
albuminurig, jak i jawnym bialkomoczem stwierdzono mniejsza liczb¢ podocytow
w kiebuszku oraz zwigkszong szeroko$¢ wyrostkow stopowatych w poréwnaniu z pacjentami
z prawidtowym wydalaniem albuminy. Wyniki te sugeruja, ze u chorych na T2DM zmiany
strukturalne w obrgbie podocytow stwierdzane w mikroskopie elektronowym moga
czeSciowo wyjasni¢ nieprawidlowe wydalanie albuminy u pacjentow, u ktorych
w mikroskopie $wietlnym nie stwierdza si¢ uszkodzenia kigbuszkow. Podocyty
prawdopodobnie maja ograniczong zdolnos¢ replikacji. Ich utrata wraz ze wzrostem objetosci
ktebuszkéw w przebiegu cukrzycy powoduje, ze pozostate muszg pokry¢ wigkszy obszar
blony podstawnej. Konsekwencja jest powstanie obszarOw blony podstawnej bez obecnosci
podocytow, ktore moga by¢ potencjalnymi punktami wyjscia dla ogniskowego lub globalnego
stwardnieniu ktebuszkow [13].

2.3. Retinopatia

Obecnos¢ retinopatii, ktora jest kliniczng manifestacjg mikroangiopatii, nie jest
konieczna do rozpoznania CChN. W T2DM czestos¢ wystepowania retinopatii jest znacznie
mniejsza niz w TIDM. Mniejszy odsetek pacjentdw z retinopatig obserwuje si¢ zwlaszcza w
postaci CChN, w ktorej stwierdza si¢ prawidlowg albuminuri¢ [14]. Przyktadem tego jest
badanie RIACE [15], w ktdrym uczestniczyto ponad 15 000 pacjentdw, wsrod ktorych tylko
u 175 (10%) z grupy 1673 z PChN oraz prawidtowym wydalaniem albuminy stwierdzono
zaawansowang retinopati¢. Natomiast, u 288 0s6b (22%) wsrod 1286 pacjentow z obnizonym
GFR oraz zwigckszonym wydalaniem albuminy obserwowano zaawansowang retinopatic.
Zaobserwowanie mniejszej czgsto$ci wystepowania retinopatii u pacjentow z PChN
i normoalbuminurig moze by¢ przestankg do prob podwazenia mikroangiopatii jako podtoza
utraty filtracji ktebuszkowej nerki i moze sugerowac role makroangiopatii w patogenezie tego
fenotypu choroby. Z kolei, Maclsaac i wsp. [16] na podstawie zaobserwowanych podobnych
wskaznikow oporu w tetnicach miedzyptatowych mierzonych w obrebie nerek za pomocy
ultrasonografii dopplerowskiej u oséb z PChN, bez wzgledu na wielkos¢ albuminurii

postulowali, aby wyklucza¢ role miazdzycy naczyn wewnatrznerkowych jako podtoza CChN.

2.4, Albuminuria
Albumina jest biatkiem 0 masie czgsteczkowej 65 kDa, filtrowanym w klebuszkach

nerkowych, a nastepnie aktywnie wchtanianym zwrotnie w nabtonku sze$ciennym cewki
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proksymalnej nefronu. Oznaczanie wydalania albuminy w moczu pozostaje powszechnie
stosowanym biowskaznikiem CChN.

Wedtug wytycznych Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego (PTD), oznaczenie
albuminy w moczu zaleca si¢ u chorych z T2DM juz w momencie rozpoznania choroby [17].
PTD zaleca dodatkowo, aby w celu wykrycia lub oceny stopnia zaawansowania nefropatii
wylicza¢ ilo$¢ wydalanej albuminy do kreatyniny w pojedynczej porcji moczu (UACR — urine
Albumin/Creatinine Ratio). Wartos¢ tego ilorazu mieszczaca si¢ w zakresie 30-300 mg/g
$wiadczy 0 zwigckszonym wydalaniu albuminy w moczu. Natomiast, jesli u chorego wskaznik
UACR wynosi >300 mg/g, wowczas stwierdza sie¢ jawny biatkomocz [1]. U cze$ci pacjentdw
z T2DM, nefropatia moze jednak przebiegac¢ bez wyraznej progresji albuminurii.

Zwigkszone wydalanie albuminy uznawane jest za czynnik ryzyka chordb sercowo-
naczyniowych zaréwno u 0s6b z cukrzyca, jak i bez cukrzycy. Kluczowym mechanizmem,
ktory przyczynia si¢ do tego procesu moze by¢ utrata glikokaliksu — polisacharydowego zelu
wyscielajgcego luminalng powierzchni¢ $rodblonka, petnigcego funkcje sktadowej bariery
filtracyjnej. Degradacja glikokaliksu w odpowiedzi na aktywacj¢ $rodbtonka moze prowadzié
do zwigkszonego wydalania albuminy, a nastgpnie do objecia procesem zapalnym naczyn.
Obserwowany wzrost wydalania albuminy jest wiec odzwierciedleniem uszkodzenia
srodbtonka zar6wno w obrgbie naczyn nerkowych, jak i uktadu krazenia [18]. Zwigkszenie
wydalania albuminy moze réwniez towarzyszy¢ otytosci, zwiekszonej aktywnosci fizycznej,
diecie wysokobiatkowej, paleniu tytoniu, okresowi dojrzewania, czy infekcjom [19].

Obecnos¢ u chorego podwyzszonej albuminurii jest zwigzana ze zwickszonym
ryzykiem wystapienia schylkowej niewydolno$ci nerek. Zostalo to potwierdzone
w metaanalizie pieciu badan z udzialem 0s0b z cukrzycg typu 2, w badaniu wykazano
wzgledne ryzyko rozwoju PChN G5 rowne 3,6 w grupie chorych z podwyzszong albuminurig
w poréwnaniu do grupy z prawidtowg albuminurig [20].

U czesci chorych z cukrzyca oraz podwyzszong albuminurig obserwowano ustgpienie
albuminurii. Czesto, cho¢ nie we wszystkich przypadkach, byto to zwigzane z zastosowaniem
lekdw blokujacych uktad renina — angiotensyna - aldosteron (RAA). Potwierdzajg to min.
badania Yamada i wsp. [21] oraz Steinke i wsp. [22], w ktdrych stwierdzono redukcje
albuminurii do warto$ci prawidtowych u odpowiednio 21% i 64% badanych chorych z TIDM
oraz T2DM.

Albuminuria, jako rezultat uogolnionego uszkodzenia naczyn, moze tez by¢
przejawem innej niz CChN choroby nerek, co nalezy rozwaza¢ na etapie diagnostyki

wstepnej U pacjentow, u ktorych nie stwierdza si¢ retinopatii oraz obserwowany jest szybki
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spadek eGFR. Rozwazania te nasuwaja wniosek, ze oznaczanie albuminurii pozostaje dobrym
narz¢dziem diagnostycznym, ale albuminuria nie jest patognomicznym objawem u chorych z
CChN. Heterogenny obraz uszkodzenia nerek w przebiegu T2DM sktania do poszukiwania
nowych, optymalnych wskaznikéw, ktore pozwolityby przewidzie¢ prawdopodobienstwo

wystgpienia CChN na wczesnym etapie.

2.5. Cystatyna C (CysC)

Cystatyna C jest endogennym inhibitorem proteaz cysteinowych, produkowanym
przez wszystkie jadrzaste komorki, w statej ilosci. U 0sob zdrowych cystatyna C nie podlega
sekrecji cewkowej i jest filtrowana przez klebuszki nerkowe, a nastgpnie catkowicie
resorbowana w kanalikach proksymalnych [23]. Cystatyna C jest parametrem oznaczanym
gtownie w surowicy jako marker filtracji ktebuszkowej, natomiast ocena jej stezenia w moczu
moze by¢ uznawana za wskaznik uszkodzenia cewek nerkowych.

Obecnie oznaczenie stezenia cystatyny C dostepne jest w postaci w pehni
zautomatyzowanego testu i moze by¢ roéwniez przeprowadzone w pojedynczych probkach
moczu, poniewaz jej stezenie W moczu nie podlega wahaniom dobowym. Uwaza si¢ podanto,
ze na stezenie cystatyny C, zarowno w moczu, jak i w surowicy nie ma wptywu wiek i masa
mig$niowa pacjenta [24]. Cystatyna C nie tworzy tez kompleksow z innymi biatkami
surowicy. Waznym czynnikiem wplywajacym na jej stezenie jest natomiast terapia
glikokortykoidami, nieprawidlowosci w badaniach hormonalnych tarczycy, cigza oraz
schorzenia watroby [25]. Okres pétrwania cystatyny C we krwi jest krotszy w poréwnaniu
z kreatyning, co skutkuje szybszym wzrostem stgzenia w surowicy w poczatkowej fazie
ostrego uszkodzenia nerek.

W badaniu przeprowadzanym przez Ravn i wsp. [36] wsrod 3077 pacjentow
hospitalizowanych w oddziale intensywnej terapii wykazano przewage 0znaczania cytatyny C
nad kreatyning jako czynnika majacego wigksza warto$¢ prognostyczng zgonu chorego
z uszkodzeniem nerek w ciggu roku od zakonczenia hospitalizacji. W chwili przyjecia do
oddziatu intensywnej terapii u prawie dwa razy wigkszej liczby oséb stwierdzano filtracje
kigbuszkowa <60 ml/min/m? szacowana przy uzyciu cystatyny C, w poréwnaniu do filtracji
klebuszkowej szacowanej na podstawie kreatyniny. W oparciu 0 analiz¢ obejmujaca wiek,
pte¢ i wspotchorobowos$¢ stwierdzono, ze stezenie cystatyny C nie tylko koreluje ze wzrostem
$miertelnosci, ale takze lepiej sprawdza si¢ w dtugofalowym monitorowaniu czynnosci nerek.

Uwaza si¢ takze, ze stgzenie cystatyny C oznaczane w surowicy pozostaje bardziej

czutym biowskaznikiem CChN u o0s6b, u ktérych eGFR wynosi >60 ml/min. W badaniu
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przeprowadzonym w populacji japonskiej wsréd 0s6b chorujacych na T2DM wykazano
rowniez, ze jej Oznaczanie ma szczegodlng wartos¢ diagnostyczng u chorych, u ktorych

stwierdzano gorsza funkcje nerek wyrazang podwyzszong albuminurig [27].

2.6. Uromodulina (UMOD)

Uromodulina, znana réowniez jako biato Tamma — Horsfalla (THP), wydzielana jest przez
komorki ramienia wstepujacego petli Henlego [28]. Rola biologiczna, jaka odgrywa
w organizmie, wcigz nie zostala jednoznacznie wyjasniona. W trakcie badan
przeprowadzonych na modelach mysich zaobserwowano, ze uromodulina w kanalikach
nerkowych polimeryzuje w struktury przypominajace zel, odgrywajace wazng rolg
w transporcie jonow, w regulacji aktywno$ci nerkowego kanalu potasowego (renal outer
medullary potassium channel) i wymiennika sodowo-potasowego-chlorkowego (Na-K-2Cl
cotransporter). Z powodu swoich biochemicznych wtasciwosci, uromodulina moze
uczestniczy¢ W prewencji zakazen uktadu moczowego. W badaniach in vitro wykazano, ze
THP moze wybidrczo wigzaé¢ si¢ z wypustkami Escherichia coli blokujac w ten sposob
mozliwo$¢ przytaczenia tej bakterii do receptoréw uroplakiny w nabtonku drég moczowych.
Jednak obserwacja ta wymaga dalszych badan z uwagi na fakt, ze u pacjentow ze
zmniejszonym wydzielaniem uromoduliny nie obserwuje si¢ zwickszenia czgstosci zakazen
uktadu moczowego. Stwierdzono réwniez, ze mutacja w genie kodujagcym uromoduling jest
przyczyng wystagpienia autosomalnie dominujacej cewkowo - §rodmigzszowej choroby nerek.
Mutacja prowadzi do powstania zmienionego strukturalnie biatka, ktdre gromadzi sie
w siateczce endoplazmatycznej komorek petli Henlego stajac si¢ przyczyna uposledzenia
funkcji zageszczania moczu, zmniejszenia reabsorpcji sodu w tej czesci nefronu, co skutkuje
zwigkszaniem jego reabsorbcji w cewce proksymalnej i zwigzane jest ze zwigkszonym
wchtanianiem kwasu moczowego. Ponadto, nadmiar nieprawidlowego biatka powoduje
powstanie stanu zapalnego [29].

W badaniu Pruijm i wsp. [30] przeprowadzonym w dwoch grupach populacji
szwajcarskiej postawiono teze¢, ze uromodulina jest biowskaznikiem masy cewek. Wykazano
takze, ze ilo$¢ wydalanej w ciggu 24 godzin uromoduliny pozytywnie koreluje z wydalaniem
elektrolitbw i osmolalnoscig moczu, potwierdzajagc tym samym, ze oceniajagc wydalanie
uromoduliny mozna réwnocze$nie ocenia¢ funkcje cewek. W pacjentow z T2DM
obserwowany jest natomiast spadek sekrecji uromoduliny w moczu. Podobny wniosek

wysungli Troyanov i wsp. [31]. Obserwacja ta dowodzi, ze zaréwno srodowisko cukrzycowe
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moze by¢ bezposrednig przyczyng toksycznosci W obrgbie cewek, a takze, ze glikozuria moze

hamowac¢ czynno$¢ sekrecyjng W ramieniu wstepujacym petli Henlego.

2.7.  Czasteczka uszkodzenia nerek-1 (KIM-1)

Czasteczka uszkodzenia nerek-1 (kidney injury molecule 1; KIM-1) jest markerem
uszkodzenia cewek wykorzystywanym w diagnostyce wielu przewlektych schorzen nerek. Do
ekspresji tej powierzchniowej glikoproteiny dochodzi w czgsci szczytowej cewek [32, 33].
KIM-1 bierze udzial w fagocytozie uszkodzonych komdrek cewek proksymalnych.
Zauwazono, ze ekspresja KIM-1 wzrasta u pacjentow z cukrzyca w poréwnaniu do zdrowej
grupy kontrolnej. Stosunkowo staby, chociaz istotny statystycznie wzrost st¢zenia KIM-1
w moczu byt skorelowany ze wzrostem dobowej albuminurii (urinary albumin excretion rate,
UAER) [34]. Wozrost sekrecji KIM-1 byl rowniez opisywany w okresie hiperfiltracji
u pacjentdbw z T2DM [35]. W przeprowadzonej 3-letniej obserwacji Nielsen i wsp. [34]
wykazali, ze wysokie wyjsciowe stezenie KIM-1 moze by¢ zwigzane z szybszym spadkiem
eGFR u pacjentdw z nefropatig w przebiegu TIDM. Podobne spostrzezenia dotyczyty badan
przeprowadzonych przez Conwaya i wsp. [36] w grupie chorych z T2DM. W badaniu tym,
u pacjentéw z CChN i eGFR <60 ml/min/1,73m? oraz albuminuria Al i A3 wg wytycznych
Kindey Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) z 2012 r. [37] stwierdzono, ze
wyliczany wskaznik KIM-1/kreatynina koreluje ze wskaznikiem albumina/kreatynina
w moczu (UACR). Wyzsza warto$¢ wskaznika byla zwigzana z szybszym pogarszaniem sie
funkcji nerek, a takze z wigkszym ryzykiem smiertelnosci w badanej grupie chorych. Jednak
w analizie wieloczynnikowej korelacja ta nie byta istotna statystycznie. Z kolei Nowak i wsp.
[38], w oparciu o badania przeprowadzone w populacji chorych z TIDM, zwrdcili uwage na
znaczenie oznaczenia stezenia KIM-1 w surowicy, ktore w bardzo silny sposob korelowato
z szybka progresja utraty funkcji filtracyjnej nerek. Niskie wyjsciowe stezenie KIM-1
w moczu byto silnie zwigzane z regresja albuminurii u chorych z TIDM w ciagu 2 lat badania
[40]. Tej obserwacji nie potwierdzily jednak kolejne badania Conwaya i wsp. [41]

przeprowadzone w grupie chorych z T2DM.

2.8. Transferyna (TRF)

Transferyna to biatko 0 masie czasteczkowej zblizonej do albuminy (76,5 kDa), ale
0 mniej ujemnym tadunku elektrycznym, co powoduje, ze jest znacznie lepiej niz albumina
filtrowane do torebki Bowmana [40]. Transferyna podczas uszkodzenia bariery filtracyjnej

u chorych z CChN pojawia si¢ W moczu wczesniej i W wigkszych stezeniach niz albumina,
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stad jest uznawana za bardziej czuty wskaznik uszkodzenia ktgbuszka nerkowego. Sekrecja
transferyny jest rowniez skorelowana ze stopniem zwioknienia $rodmigzszu oraz atrofiag
cewek [41]. Zwigkszona sekrecja transferyny u 0sob chorujacych na T2DM z prawidtowym
wydalaniem albuminy jest czynnikiem prognostycznym pojawienia si¢ zwigkszonego
wydalania albuminy [42]. St¢zenie transferyny w moczu jest znacznie wyzsze u chorych,
u ktérych stwierdzana jest retinopatia. Zwigkszone wydalanie transferyny jest czynnikiem
ryzyka wystgpienia choroby sercowo - naczyniowej, jednak nie ma takiego znaczenia
Klinicznego jak albuminuria [43]. Transferynuria nie jest specyficzna dla CChN imoze

pojawia¢ si¢ W moczu réwniez W innych nefropatiach [44, 45].

2.9. Lipokalina zwigzana z zelatynaza neutrofili (NGAL)

NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin) to glikoproteina nalezaca do
rodziny lipokalin. Biatka te odgrywaja zasadnicza role W wigzaniu i transportowaniu matych
hydrofobowych czasteczek, apoptozie oraz regulacji odpowiedzi immunologicznej. NGAL
jest gléwnie gromadzony w ziarnistosciach neutrofilii, chociaz jego niewielkie ilosci
produkowane sg rowniez W innych tkankach organizmu. Stosunkowo najlepiej poznany jest
udzial NGAL w ostrym uszkodzeniu nerek (acute kidney injury, AKI) [46]. Na uwage
zastuguja Dbadania dotyczace oceny zaleznoSci miedzy NGAL a otyloscig oraz
insulinoopornoscia [47]. Wzrost stezenia NGAL w moczu (UNGAL) stwierdzany jest
u pacjentow z T2DM i Kkoreluje dodatnio ze stezeniem cystatyny C oraz Kkreatyniny
w surowicy krwi [46]. W badaniu przeprowadzonym przez Bolignano i wsp. [48] pacjentow
z T2DM podzielono na 3 grupy w zaleznosci od wielkosci albuminurii. Badacze wykazali
podwyzszone stezeniec NGAL zardwno w moczu, jak i w surowicy u wszystkich pacjentow
z cukrzyca, a stezenia NGAL wzrastaly wraz z zaawansowaniem nefropatii. Badanie to
wykazato takze, ze wzrost st¢zenia UNGAL wyprzedza albuminuri¢ [48]. Pojawienie si¢
NGAL w moczu u chorych we wczesnym stadium CChN moze by¢ uzyteczne diagnostycznie

w przewidywaniu uszkodzenia srodmigzszu nerek [49].

2.10. p2-mikroglobulina (p2M)

B2-mikroglobulina (B2M) jest biatkiem 0 masie czasteczkowej 11,8 kDa. Wchodzi
w sktad czasteczki glownego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy 1, moze takze
wystepowaé jako monomer na powierzchni wielu komorek. Biatko to jest filtrowane
w klebuszkach nerkowych, anastepnie wchlaniane w kanaliku proksymalnym cewek

nerkowych przy udziale megaliny [50]. We wszystkich przeprowadzonych dotychczas
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badaniach stwierdzono, ze osoby starsze maja wyzsze stgzenie p2-mikroglobuliny
w surowicy. Na wzrost stezenia P2M W surowicy majg rowniez wplyw choroby
wspotistniejagce: nowotwory, choroby limfoproliferacyjne (szpiczak i przewlekta biataczka
limfoblastyczna) oraz wiele choréb autoimmunologicznych. 2-mikroglobulina uznawana jest
za wazny endogenny marker filtracji ktebkowej, a wzrost jej stezenia w surowicy w przebiegu
uszkodzenia nerki wyprzedza wzrost st¢zenia kreatyniny. W badaniu Mise i wsp. [51]
oceniano  warto$§¢ prognostyczng 0znaczenia [2-mikroglobuliny w moczu oraz
histopatologicznej oceny stopnia zwloknienia $rodmigzszu w przebiegu CChN u chorych
zT2DM. U 89% badanych wykazano jawny biatkomocz, a stezenie P2-mikroglobuliny
w moczu korelowato znaczgco ze stopniem uszkodzenia $rodmigzszu. Jednocze$nie
potwierdzono, ze histologiczna ocena ma wigkszg warto$¢ predykcyjng rozwoju schytkowej
niewydolnosci nerek. Zaobserwowano, ze u chorych T2DM wraz ze wzrostem stezenia f2M

W moczu zwieksza si¢ czgstos¢ wystgpowania powiktan naczyniowych [52].

2.11. Watrobowe bialko wigzace kwasy tluszczowe (L-FABP)

Watrobowe biatko wigzace kwasy tluszczowe (liver type fatty acid-binding protein,
L-FABP) jest biatkiem 0 masie czasteczkowe 14 kDa, ktdre ulega ekspresji w hepatocytach,
atakze w cewce nerkowej pod wptywem stresu oksydacyjnego oraz niedokrwienia [53].
Dotychczasowe badania wykazaty, ze stezenie L-FABP w moczu pacjentéw z cukrzyca typu
2 moze by¢ podwyzszone juz na wczesnym etapie rozwoju CChN [54]. Kamijo-lkemori
i wsp. [55] wykazali, ze wysokie wyjsciowe st¢zenie L-FABP w moczu byto czynnikiem
prognostycznym postepu CChN u 104 pacjentow z T2DM w czasie 4-letniego okresu
obserwacji. Araki i wsp. [56] wysune¢li podobne wnioski na podstawie trwajacego 12 lat
badania, w ktorym brato udziat 618 pacjentow z T2DM bez jawnej nefropatii na poczatku
obserwacji. Z tego powodu stezenie L-FABP w moczu jest obecnie uznawane za wczesny

czynnik predykcyjny progresji CChN.

2.12. Rozpuszczalna forma receptora urokinazowego aktywatora plazminogenu
(UPAR)

Rozpuszczalna forma receptora urokinazowego aktywatora plazminogenu (urokinase-
type plasminogen activator receptor, UuPAR) powstaje w wyniku odszczepienia
zewnatrzkomorkowego fragmentu receptora btonowego, ktdry wystepuje na komorkach
uktadu immunologicznego (makrofagow i neutrofili) [57]. uPAR odgrywa istotng role

w procesach odpornosciowych, miedzy innymi poprzez udziat w migracji komorek uktadu
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odporno$ciowego, czy indukcje chemotaksji i proteolizy [58]. Podwyzszone stezenia UPAR
w surowicy stwierdza si¢ w przebiegu chorob autoimmunologicznych i niektérych
nowotworow. Obserwowano takze wzrost st¢zenia UPAR w przebiegu infekcji wirusowych,
bakteryjnych i pasozytniczych [59]. W badaniu Guthoff i wsp. [60] stwierdzono, ze wyzsze
stezenie UPAR w surowicy u chorych ze stanem przedcukrzycowym sprzyja wystapieniu
zwigkszonego wydalania albuminy, a u pacjentéw z rozpoznang T2DM koreluje z wielko$cig

albuminurii.

2.13. Metaloproteinaza macierzy pozakomorkowej 9 (MMP-9)

Metaloproteinazy naleza do grupy endopeptydaz, a do ich zadan nalezy trawienie
biatkowych sktadnikow przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, hydroliza substancji uwalnianych
przez blony, takich jak czynniki wzrostu i chemokiny [61]. Do wzrostu stezenia
metaloproteinaz  dochodzi takze w  chorobach  nowotworowych, schorzeniach
degeneracyjnych tkanki nerwowej i posocznicy. W badaniu Szu-Yuan Li i wsp. [62], u myszy
z cukrzycg wyindukowang streptozotocyng, po 6 miesigcach obserwacji stwierdzono

zwigkszone wytwarzanie i aktywnos¢ MMP-9 w ki¢buszkach nerkowych.

2.14.  Immunoglobulina G (IgG)

Immunoglobulina G jest biatkiem o duzej masie czasteczkowej (150 kDa) i stanowi
ok. 5-10% biatka catkowitego w moczu fizjologicznym. Szereg badan, w tym badanie
Yashima i wsp. [63] przeprowadzone wsrod 197 chorych z T2DM wykazato, ze wydalanie
IgG z moczem byto znacznie zwigkszone w tej grupie chorych w poréwnaniu z osobami
z grupy kontrolnej. Ponadto obserwowano, ze wzrost wydalania 1gG z moczem Kkorelowat
z nasileniem zmian histologicznych w nerkach. Takiej zaleznosci nie stwierdzano natomiast

w przypadku albuminurii.

2.15. Elektroforeza bialek moczu

Analiza wybranych biatek specyficznych, prognostycznych dla CChN, zaréwno tych
dobrze poznanych i uznanych za patognomiczne, jak i nowo rozpoznawanych wskaznikow,
nie daje wpelni obrazu zmian patologicznych rozwijajacych si¢ w nerkach. Procedura
diagnostyczna sugerujaca oznaczanie szerokiego profilu biatek specyficznych jest kosztowna
i przez to rzadko znajduje zastosowanie w praktyce Klinicznej. Z punktu widzenia
metodologii badan, pomiar wielu z proponowanych biatek specyficznych, w tym cystatyny C

w surowicy, [B2-mikroglobuliny, transferyny i IgG w moczu, jest dostepny jedynie
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w wybranych, wyspecjalizowanych laboratoriach diagnostycznych. Ciagle trwa wiec
poszukiwanie optymalnych biowskaznikow, ktore w sposob kompleksowy pozwolityby na
ocen¢ miejsca uszkodzenia nerki poddanej hiperglikemicznemu srodowisku i pozostawaty
dostepne, tanie oraz mozliwe do oznaczania w porannej porcji moczu. Jednym z badan
pozwalajagcych na kompleksowa ocene rodzaju uszkodzen zachodzacych w nerkach
w przebiegu CChN jest analiza bialek moczu oparta na rozdziale elektroforetycznym.
Elektroforeza biatek moczu jest dobrze poznanym i uznanym Klinicznie badaniem
stosowanym w diagnostyce od wielu lat. Jednak w $wiadomosci wielu nefrologdw
wyorzystanie tego badania ograniczane bywa do diagnostyki ,nerki szpiczakowej”
i gammapatii monoklonalnych. Elektroforeza biatek z uzyciem siarczanu dodecylu sodu na
zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) pozwala oceni¢ mas¢ czgsteczkowa biatek. Na
podstawie tej metody biatka wydalane z moczem mozna podzieli¢ na biatka 0 wysokiej masie
czasteczkowej tj. powyzej 100 kD (high molecular weight proteins, HMWP), biatka
0 posredniej masie czasteczkowej (medium molecular weight proteins, MMWP) oraz biatka
0 malej masie czasteczkowej (low molecular weight proteins, LMWP) [64]. Dotychczas
przeprowadzono niewiele badan z zastosowaniem elektroforezy biatek surowicy u chorych ze
schorzeniami nefrologicznymi. Woo i wsp. [65] w swojej pracy wykazali, ze obecnos¢ biatek
niskoczgsteczkowych oceniana metodg SDS-PAGE u chorych z nefropatia IgA w trakcie
6-letniej obserwacji w istotnym stopniu wigze si¢ Z czestszym wystgpowaniem pogorszenia
funkcji nerek. Z kolei Bazzi i wsp. [66] przebadali 145 pacjentow z biatkomoczem
w przebiegu roznych pierwotnych glomerulopatii: z  ogniskowym segmentowym
stwardnieniem klebuszkow nerkowych (focal segmental glomerulosclerosis, FSGS),
nefropatiag bloniastg i bloniasto-rozplemowym kiebuszkowym zapaleniem nerek. U tych
chorych, u ktorych stwierdzono obecnos¢ w moczu biatek drobnoczasteczkowych (<20 kDa),
wykazano réwniez wyzsze stezenie Kkreatyniny, wigkszy biatkomocz, wigkszy stopien
destrukcji srodmigzszu oraz gorsza odpowiedz na leczenie immunosupresyjne.

Elektroforeza biatek moczu nie byta dotychczas rutynowo stosowana do oceny
biatkomoczu u chorych z T2DM. Tymczasem heterogenny fenotyp CChN w przebiegu
T2DM pozwala przypuszczaé, ze W tej grupie pacjentow profil wydalanych biatek w moczu
moze by¢ rézny, a roéznice te moga miec istotne przetozenie na rozktad elektroforetyczny

biatek moczu.
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3.

ZALOZENIA | CEL PRACY

Celem badania byta analiza uzyteczno$ci diagnostycznej oznaczania wybranych biatek

w surowicy i moczu oraz badania elektroforezy SDS-PAGE biatek moczu w diagnostyce

CChN u chorych z T2DM. W szczego6lnosci przeprowadzono oceng:

1.

korelacji uzyskanych wynikdw badania elektroforezy biateck moczu z uznanymi
parametrami wykorzystywanymi do oceny uszkodzenia nerek, tj.: stezenie kreatyniny
i cystatyny C w surowicy oraz wyliczony na ich podstawie wskaznik filtracji
ktebuszkowej (eGFR), alouminuria, wskaznik UACR, stezenie NGAL w moczu (UNGAL)
i wskaznik UNGAL/uCr;

zwigzku wynikoéw elektroforezy bialek moczu z obecnoscig powiktan makro-
i mikroangiopatycznych u chorych z CChN w przebiegu T2DM;

zaleznosci sktadu biatek moczu w grupie chorych z CChN od: wieku, ptci, czasu trwania
T2DM, stopnia wyrdéwnania cukrzycy (HbA;.), oraz obecno$ci zaburzen metabolicznych
(lipidogram, kwas moczowy) i zmian zapalnych (biatko C-reaktywne);

przydatnosci diagnostycznej oceny stezen uromoduliny w surowicy i w moczu oraz
KIM-1 i L-FABP w moczu u chorych w roéznym stadium zaawansowania CChN
w przebiegu T2DM;

przydatnosci diagnostycznej oznaczen transferyny, 1gG i p2-mikroglobuliny w moczu
chorych z CChN z T2DM.
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4. MATERIAL | METODYKA

4.1. Material

Projekt pracy byt realizowany we wspotpracy pomigdzy Katedrg i Klinikg Nefrologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie oraz Klinicznym Szpitalem
Wojewadzkim nr 2 im. Sw. Jadwigi w Rzeszowie.

Do badania zakwalifikowano tgcznie 117 pacjentbw z rozpoznang T2DM
rekrutowanych sposrod 0séb zgtaszajacych sie do leczenia w Poradni Nefrologicznej Szpitala
Wojewodzkiego nr 2 im. Krélowej Jadwigi w Rzeszowie w okresie 12 miesiecy. Do badania
wlaczono jedynie dorostych chorych w wieku powyzej 18 lat speiniajacych nastgpujace
kryteria: z rozpoznaniem T2DM, szacowana filtracja kicbuszkowa eGFR >30 ml/min/1,73m?
oraz UACR <300 mg/g.

Do badania nie zakwalifikowano chorych, ktérzy nie wyrazili swiadomej zgody na
udzial w badaniu potwierdzonej wtasnorgcznym podpisem, a takze chorych z niestabilnym
cisnieniem tetniczym, stosujacych w biezacym leczeniu leki potencjalnie nefrotoksyczne,
z obecnoscig lub podejrzeniem innej niz CChN przyczyny choroby nerek, objawami
zakazenia drég moczowych lub zakazen ogdlnoustrojowych, chorobg nowotworowa,
udokumentowang W wywiadzie alergia oraz chorobg uktadowa tkanki taczne;j.

Badanie posiadato wymagana zgod¢ Komisji Bioetycznej Okregowej Izby Lekarskiej
w Rzeszowie (nr 16/2016/B).

4.2. Metodyka badan
4.2.1. Charakterystyka ogdlna grupy badanej

Pierwszym etapem badania bylo zebranie doktadnego wywiadu lekarskiego, ze
szczegolnym uwzglednieniem czasu trwania cukrzycy, a takze chorob i objawow
chorobowych wspdtistniejacych, ktdre moglyby stanowi¢ powdd wykluczenia chorego
z prowadzonego badania. Kazdy pacjent spehliajacy kryteria wilaczenia byt szczegdtowo
informowany o celu prowadzonego badania i w przypadku checi uczestnictwa podpisywat

wilasnorecznie $wiadomg zgode na udziat w badaniu.

4.2.2. Ocena parametrow klinicznych
4.2.2.1. Wskaznik masy ciala (BMI)
Wielko$¢ wskaznika masy ciata wyliczano w oparciu 0 wzér Queteleta:

BMI = masa ciata (kg) / wzrost (m)>.
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4.2.2.2. Wskaznik filtracji klebuszkowej eGFR wg wzoréw CKD-EPI

Wartos¢ eGFR na podstawie stezenia Kreatyniny w surowicy wyliczano w oparciu o réwnanie

Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) z 2009 r. [37]:
GFR (CKD-EPI¢,) = 141 x min(sCr/x, 1)* x max(sCr/x, 1)?% x 0,993"1%

[x 1,018 dla kobiet] [x 1,159 dla rasy czarnej]

gdzie:

sCr = stezenie kreatyniny w surowicy w mg/dl

x = 0.7 w przypadku kobiet

x = 0.9 w przypadku mezczyzn

a =-0.329 w przypadku kobiet

a =-0.411 w przypadku m¢zczyzn

min — minimum (sCr/x lub 1)

max — maksimum (sCr/x lub 1)

Wielko$¢ eGFR na podstawie stezen cystatyny C w surowicy krwi wyliczano w oparciu
0 wz0r CKD-EPlcysc z 2012 1. [73]:
GFR (CKD-EPlcysc) = 133 x min(sCysC/0,8; 1) 4% x max(sCysC/0,8; 1) x 0,996"*
[x 0,932 dla kobiet]
gdzie:
sCysC = st¢zenie cystatyny C w surowicy w mg/I
min — minimum (sCysC/0,8 lub 1)
max — maksimum (sCysC/0,8 lub 1)

4.2.2.3. Wskaznik albumina/kreatynina w pojedynczej porcji moczu

Na postawie pomiarow stezenia albuminy i kreatyniny przeprowadzonych w pojedynczej
porcji moczu wyliczono wskaznik UACR ze wzoru:

UACR (mg/g) = albumina (mg/l) / kreatynina (g/l).

4.2.2.4. Wskaznik uNGAL/kreatynina w pojedynczej porcji moczu

Na postawie pomiarow stezenia NGAL i kreatyniny przeprowadzonych w pojedynczej porcji
moczu wyliczono wskaznik UNGAL/uCr:
UNGAL/UCr (ug/g) = NGAL (ug/l) I kreatynina (g/l).
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4.2.2.5. Wskaznik uUMOD/kreatynina w pojedynczej porcji moczu

Na postawie pomiaréw stezenia uromoduliny i kreatyniny przeprowadzonych w pojedynczej
porcji moczu wyliczono wskaznik uUMOD/uCr:
uUMOD/uCr (mg/g) = UMOD (mg/l) / kreatynina (g/l).

4.2.2.6. Wskaznik uKIM-1/kreatynina w pojedynczej porcji moczu

Na postawie pomiardw stezenia KIM-1 i kreatyniny przeprowadzonych w pojedynczej porcji
moczu wyliczono wskaznik uKIM/uCr:
UKIM-1/uCr (ug/g) = KIM-1 (ug/l) | kreatynina (g/l).

4.2.2.7. Wskaznik uL-FABP/kreatynina w pojedynczej porcji moczu

Na postawie pomiarow stezenia L-FABP i kreatyniny przeprowadzonych w pojedynczej
porcji moczu wyliczono wskaznik uL-FABP/uCr:
uL-FABP/UCr (ug/g) = L-FABP(ug/l) | kreatynina (g/l).

4.2.3. Analiza wynikéw badan laboratoryjnych

Podstawowe badania laboratoryjne wraz z morfologia krwi obwodowej oraz badaniem
ogblnym moczu przeprowadzono w Laboratorium Diagnostycznym Klinicznego Szpitala
Wojewaddzkiego nr 2 im. Kroélowej Jadwigi w Rzeszowie. Badania biatek specyficznych tj.
cystatyny C w surowicy oraz transferyny i IgG w moczu wykonano w Zaktadzie DiagnostykKi
Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Badanie rozdziatu elektroforetycznego biatek
w moczu metodg SDS-PAGE przeprowadzono w Zakladzie Diagnostyki Medycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medcium w Krakowie, natomiast pomiar st¢zenia
uromoduliny w surowicy i w moczu, uPAR i MMP-9 w surowicy oraz L-FABP i KIM-1
w moczu wykonano w Zaktadzie Diagnostyki Katedry Biochemii Klinicznej Uniwersytetu

Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie.

4.2.3.1. Metody pozyskiwania i przechowywania materialu do badania

Materiatem do badan laboratoryjnych byta prébka krwi pobierana na czczo poprzez
naktucie zyt przedramienia do systemOw prozniowych firmy Sarstead (NUmbrecht, Niemcy).

Do badania morfologii krwi pobierano krew do probowek zawierajacych dodatkowy

23



antykoagulant (K,EDTA), natomiast do badania biochemicznego pobierano krew ,,na skrzep”
do probdéwek bez dodatkowych antykoagulantow.

W przypadku krwi pobranej do badan biochemicznych, po 30 minutach od pobrania
i wytworzeniu si¢ skrzepu, krew wirowano z predkoscig 4000 obrotéw/min. przez 10 minut.
Uzyskang w ten sposéb surowice oddzielano od elementéw morfotycznych i wykorzystywano
do badan rutynowych. Po wykonaniu badania morfologii krwi, probke rowniez wirowano w
tych samych warunkach, a uzyskane osocze porcjowano w probowkach o objetosci 300-
500uL. Po rozporcjowaniu, prébki surowicy, 0socza oraz moczu, zamrazano W temp. -80°C
i przechowywano do czasu zebrania petlnego kompletu prébek. Oznaczenia w materiale
zabezpieczonym przeprowadzono w seriach. Zestawy do oznaczen wybranych markeréw
posiadaty probki kontrolne zapewniajace przeprowadzenie procedury oznaczen zgodnie
z zasadami medyny laboratoryjnej opartej o dowody naukowe (Evidence-based Laboratory
Medicine).

4.2.3.2. Metodyka badan laboratoryjnych

4.2.3.2.1. Parametry oznaczane w moczu

Badanie og6lne moczu wykonywano w porannej porcji moczu przy uzyciu analizatora
Labumat-Urised 2 (77 Elektronika, Budapeszt, Wegry). Stezenie UNGAL w pierwszej
porannej porcji moczu oznaczano z wykorzystaniem metody chemiluminescencji z
mikroczasteczkami CMIA na analizatorze Architect (Abbott Diagnostics, Abbott Park, USA).
Stezenie albuminy oznaczano przy uzyciu techniki immunoturbidymetrycznej, natomiast
kreatyniny z wykorzystaniem metody enzymatycznej na analizatorze biochemicznym
Olympus/Beckman Coulter Analyzer AU680 (Beckman Coulter, Brea, USA).

Pomiar wybranych biatek specyficznych tj. transferyny, p2-mikroglobuliny oraz 1gG
w moczu przeprowadzono z wykorzystaniem metody immunonefelometrycznej na
analizatorze Nephelometer BN Il (Siemens Healthcare Diagnostics, Erlangen, Niemcy).

Do oznaczania st¢zen wybranych markerow uzyto komercyjnie dostepnych testow
immunoenzymatycznych: uromoduling oznaczono za pomocg zestawu Human Uromodulin
ELISA (BioVendor, Brno, Czechy), L-FABP za pomoca zestawu High Sensitivity Human L-
FABP ELISA TMB (CMIC Holding Co., Tokyo, Japonia), uPAR za pomocg zestawu
Quantikine Human uPAR ELISA, zas KIM-1 przy pomocy zestawu Quantikine Human
TIM/KIM-1/HAVCR Immunoassay ELISA (R&D Systems, McKinley Place, MN, USA).
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Pomiary przeprowadzone zostaly przy uzyciu automatycznego czytnika ptytek Automatic
Micro ELISA Reader ELX 808 (BIOTEK®Instruments, Inc. Winooski, VT, USA).
W Tabeli 1 zamieszczono zakres warto$ci referencyjnych dla badanych wskaznikoéw

ocenianych w pojedynczej porcji moczu.

Tabela 1.

Badane wskazniki oceniane w pojedynczej porannej porcji moczu wraz z warto$ciami
referencyjnymi.

Parametr badany Jednostka Wartosci referencyjne
uNGAL Hg/l 10,9 (6,0-38,2)*
UNGAL/uCr Mg/g 12,2 (5,9-27,9)*
Albumina mg/I <20,0

Kreatynina mmol/Il kobiety: 2,5 -19,0; me¢zczyzni: 3,5-23,0
UACR mg/g <30

uUMOD ug/ml $rednia: 11,17**; mediana: 3,63**
uUMOD/uCr ug/g brak danych

uKIM-1 pg/l 0,156-5,33**
uKIM-1/uCr Ha/g 0,225-3,20**

uL-FABP ug/l brak danych
uL-FABP/uCr Mg/g brak danych

uTRF mg/I <2,17

ulgG mg/l <3,36

up2M mg/I <0,22

*w oparciu 0 wyniki wtasne zespotu badawczego; **w oparciu 0 wartosci podane przez
producenta zestawu

Rozdziat elektroforetyczny biatlek moczu metodg SDS-PAGE przeprowadzono
w warunkach nieredukujgcych, z uzyciem zeli poliakrylamidowych (12,5% akrylamidu),
w systemie elektroforezy pionowej Mini-Protean (Bio-Rad, CA, USA). Biatka wybawiono za
pomoca barwnika Coomassie brillant blue G250 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA). Zele zeskanowano. Rozdzialy elektroforetyczne oceniono jakoséciowo, klasyfikujac

kazdy rozdziat do jednej z pieciu kategorii: obecno$¢ biatka w elektroforezie niewykrywalna
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(brak biatka, BB), obecnos¢ $ladowej ilosci albuminy bez widocznych innych biatek (A),
obecno$¢ wyraznego prazka albuminy bez widocznych innych biatek (obraz odpowiadajacy
biatkomoczowi kilebuszkowemu selektywnemu, KS), obecno$¢ wyraznego prazka albuminy
Z towarzyszacymi prazkami bialek 0 masie czasteczkowej wickszej niz albumina (obraz
odpowiadajacy biatkomoczowi klebuszkowemu nieselektywnemu, KNS), jednoczesna
obecno$¢ albuminy, bialek wielkoczasteczkowych 1 drobnoczgsteczkowych (obraz
odpowiadajacy biatkomoczowi mieszanemu kigbuszkowo-cewkowemu, MKC). Nie
obserwowano rozdzialéw odpowiadajacych ,,czystemu” biatkomoczowi cewkowemu. Osobno
oceniono obecno$¢ prazka uromoduliny (biatka Tamma-Horsfalla) w rozdziale, klasyfikujac
kazdy rozdzial do kategorii THP (prazek uromoduliny obecny) lub BTHP (prazek
uromoduliny nieobecny). Potozenie prazka uromoduliny potwierdzono uprzednio metoda
western blot. Klasyfikacj¢ rozdziatow elektroforetycznych przeprowadzono bez znajomosci

wynikow innych badan laboratoryjnych i danych klinicznych chorych.
4.3.3.2.2. Badanie morfologii krwi obwodowej

Badanie morfologii krwi przeprowadzono w prébkach krwi pobranych na wersenian
dwupotasowy (K;EDTA) z wykorzystaniem automatycznego analizatora hematologicznego
typu 5 diff ADVIA 2120i (Siemens Healthcare Diagnostics, Erlangen, Niemcy). Zakres

wartosci referencyjnych ocenianych parametrow morfologii krwi przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2.

Zakres wartos$ci referencyjnych dla parametréw morfologii krwi obwodowej.

Parametr badany Jednostka Zakres wartosci referencyjnych
Leukocyty x10%/ul 4,0-10,0

Neutrofile x10%/ul (%) 2,4-7,0 (58,0 - 66,0)

Limfocyty x10%/ul (%) 1,0 - 5,0 (20,0 - 45,0)

Monocyty x10%/ul (%) 0,16 - 0,8 (4,0 - 8,0)

Eozynofile x10%/ul (%) 0,04 -0,3 (1,0 -4,0)

Bazofile x10%/ul (%) 0,0-0,1 (0-1,0)

Erytrocyty x10%/ul kobiety: 3,5 - 5,5; mezczyzni: 4,5 - 6,5
Hemoglobina g/dl kobiety: 11,0 — 15,0; me¢zczyzni: 12,0 - 17,0
Hematokryt % kobiety: 37,0 — 47,0; me¢zczyzni: 40,0 — 54,0
MCV fl 82,0-92,0

MCH pg 27,0-31,0

MCHC g/dl 32,0 -36,0

Plytki krwi x10%/ul 150,0 — 350,0

4.3.3.2.3. Badania biochemiczne i immunochemiczne

Badania parametrow biochemicznych oraz enzymatycznych oznaczano w surowicy
krwi chorych z wykorzystaniem zautomatyzowanej platformy analitycznej na analizatorze

biochemicznym Olympus AU680 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Zakres wartosci

referencyjnych wraz z metodyka zamieszczono w Tabeli 3.

Oceng stopnia wyrownania glikemii prowadzono w oparciu o0 pomiar HbA;¢

z wykorzystaniem metody

referencyjne wynosity 4-6 % dla zdrowych i >6,5% dla chorych z cukrzyca.

Tabela 3.

Zakres warto$ci referencyjnych dla parametréw biochemicznych i immunochemicznych.

immunochromatograficznej (HPLC). Przyjete przedziaty
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Parametr badany
(jednostka)

Metoda pomiaru

Zakres wartoSci
referencyjnych

Glukoza (mmol/l)

metoda z heksokinaza

33-51

Kreatynina (umol/I)

kinetyczna z alkalicznym pikrynianem,
metoda standaryzowana wzgledem
IDMS

kobiety 44,0 — 80,0
mezcezyzni 62,0 — 106,0

Kwas moczowy

kolorymetryczna z urykaza

kobiety: 143,0 — 340,0

(umol/l) mezezyzni: 202,0 — 416,0
Mocznik (mmol/l) kinetyczna z ureazg i GLDH 2,76 — 8,07
Cholesterol catkowity enzymatyczna CHOD-POD 3,2-5.2
(mmol/l)
Cholesterol-LDL warto$¢ wyliczana ze wzoru 02-34
(mmol/l) Friedewalda
Cholesterol-HDL enzymatyczna z esteraza i oksydaza 0,9-3,0
(mmol/l) cholesterolowg zmodyfikowane przez
PEG
Trojglicerydy (mmol/l) enzymatyczna, GPO-PAP 02-2.3
Wapn catkowity kolorymetryczna z kompleksem 2,02 -2,61
(mmol/l) o-krezoftaleiny w srodowisku
zasadowym
Fosforany (mmol/l) z fosfomolibdenianem amonu 0,81-1,45
i kwasem siarkowym
iPTH (pg/ml) elektrochemiluminescencji 15,0 - 65,0
So6d (mmol/l) ISE, posrednia 136,0 - 145,0
Potas (mmol/l) ISE, posrednia 3,50-5,1
Chlorki (mmol/l) ISE, posrednia 98-106
CRP (mg/l) immunoturbidymetryczna <5,0

4.3.3.2.4. Dodatkowe badania laboratoryjne wykonywane w surowicy

U pacjentow przeprowadzono dodatkowo pomiary MMP-9,
uromoduliny, uPAR oraz NGAL w surowicy. Oznaczenia MMP-9, sNGAL i uPAR
wykonano w Zaktadzie Diagnostyki Katedry Biochemii Klinicznej UJ CM w Krakowie z

cystatyny C,

wykorzystaniem zestawdéw ELISA, natomiast pomiar cystatyny C przeprowadzono w
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Zaktadzie Diagnostyki Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie przy uzyciu metody
immunonefelometrycznej na analizatorze Nephelometer BNII (Siemens Healthcare
Diagnostics, Erlangen, Niemcy). Zakresy warto$ci referencyjnych dla przedstawionych

parametrow zamieszczono w Tabeli 4.

Tabela 4.

Zakres wartos$ci referencyjnych dla wybranych parametrow immunochemicznych.

Parametr badany | Nazwa zestawu / metoda (nazwa firmy) | Wartosci referencyjne
(jednostka)

NGAL w surowicy Human Lipocalin-2/NGAL ELISA K: 24-50 lat: 75,3£33,9*

(nag/l) (BioVendor, Brno, Czechy) 51-83 lat: 64,9+46,5*

M: 19-49 lat: 59,3+29,7*
50-85 lat: 62,5+33,4*

UPAR w surowicy Quantikine ELISA Human uPAR 2,37 (1,19 - 4,42)*
(nag/l) Immunoassay (R&D Systems, McKinley

Place, MN, USA)
Uromodulina Human Uromodulin ELISA (BioVendor, $rednia: 241,0*
w surowicy (ug/l) Brno, Czechy) mediana: 244,5*
MMP-9 Quantikine ELISA Human MMP-9 436 (169 — 705)*
w surowicy (ug/l) Immunoassay (R&D Systems, McKinley

Place, MN, USA)

Cystatyna C (mg/l) metoda nefelometryczna, analizator 0,59-1,04
Nephelometer BN 11 (Siemens Healthcare
Diagnostics, Erlangen, Niemcy)

* zakresy wartosci referencyjnych podane przez producentow zestawdw; K — kobiety;
M - me¢zczyzni

4.3. Analiza statystyczna

W opisie zmiennych nominalnych podano liczbg pacjentow w danej grupie i odsetek
grupy. W opisie zmiennych ilosciowych przedstawiono srednig (= odchylenie standardowe)
dla zmiennych o rozktadzie normalnym lub mediang (dolny-gérny kwartyl) dla zmiennych
o0 rozktadzie ré6znym od normalnego. Normalno$¢ rozktadu zmiennych oceniano testem
Shapiro - Wilka. Tabele wielodzielcze analizowano przy pomocy testu niezaleznosci
y* Pearsona. Réznice miedzy dwiema grupami oceniano odpowiednio testem t - Studenta dla

zmiennych niepowigzanych (zmienne 0 rozktadzie normalnym) lub testem Manna -
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Whitney’a (zmienne o rozktadzie r6znym od normalnego). Réznice migdzy trzema i wiecej
grupami badano przy pomocy analizy wariancji (zmienne o0 rozktadzie normalnym) lub
Kruskala - Wallisa (zmienne o rozktadzie r6znym od normalnego) z odpowiednimi testami
post-hoc. Korelacje miedzy zmiennymi oceniono z uzyciem wspotczynnika korelacji rang
Spearmana, z uwagi na r6zny od normalnego rozktad wartosci badanych biatek specyficznych
i markeréw uszkodzenia nerek. Wyniki uznano za istotne statystycznie przy wartosciach p
<0,05. W analizie statystycznej wykorzystano oprogramowanie Statistica 12.0 (StatSofft,
Tulsa, USA).
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5. WYNIKI

5.1. Charakterystyka grupy badanej

Do badania zakwalifikowano 117 pacjentéw (55 kobiet i 62 m¢zczyzn), chorujacych

na cukrzyce typu 2 (T2DM), w s$rednim wieku 61 lat (£12 lat). Mediana czasu trwania

cukrzycy w badanej grupie wynosita 6 (2-10) lat. Mediana filtracji kitgbuszkowej szacowanej

wedlug wzoru CKD-EPI wynosita 91 (76-100) ml/min/1,73m?. Maksymalna warto$é

albuminurii (wskaznik albumina do kreatyniny w pojedynczej porcji moczu, UACR) wynosita
152,0 mg/g, za$ mediana 5,3 (2,7-27,0) mg/g.

Szczegdtowe dane kliniczne i demograficzne w badanej populacji przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5.

Dane demograficzne i kliniczne badanych chorych z T2DM.

Parametr badany

Grupa badana

Liczba badanych oséb Wyniki
Wiek, lata 117 61 (£12)
Pte¢ meska, n (%) 117 55 (47)
BMI, kg/m? 117 31,3 (#5,7)
Czas trwania cukrzycy, lata 117 6 (2-10)
Cukrzyca swiezo wykryta, n (%) 117 14 (12)
HbA, % 108 6,4 (5,9-7,7)
HbA:: <7,0 % 108 71 (61)
eGFR (CKD-EPIc,), ml/min/1,73m? 117 91 (77-100)
eGFR >90 ml/min/1,73m?, n (%) 117 62 (53)
eGFR 60-90 ml/min/1,73m?, n (%) 40 (34)
eGFR 45-60 ml/min/1,73m?, n (%) 12 (10)
eGFR 30-45 ml/min/1,73m?, n (%) 3(2)
UACR, mg/g 111 5,2 (2,7-27,0)
UACR <15 mg/g, n (%) 111 75 (66)
UACR 15-30 mg/g, n (%) 10 (9)
UACR 30-300 mg/g, n (%) 26 (23)
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Leczenie insulina, n (%) 117 30 (26)
Leczenie NLPZ, n (%) 117 14 (12)
Leczenie metforming, n (%) 117 83 (71)
Leczenie ASA, n (%) 117 50 (43)
Leczenie statynami, n (%) 117 65 (56)
Blokada RAA, n (%) 117 73 (62)
Nadciénienie tetnicze, n (%) 117 98 (84)
Choroba niedokrwienna serca, n (%) 117 19 (16)
Niewydolno$¢ serca, n (%) 117 5(4)

Miazdzyca uogolniona, n (%) 117 19 (16)
TIA/udar w wywiadzie, n (%) 117 4 (3)

Przebyty ostry zesp6t wiencowy, n (%) 117 12 (10)
Retinopatia cukrzycowa, n (%) 85 14 (16)

W dalszej kolejnosci przeanalizowano wyniki morfologii krwi obwodowej w badanej

grupie chorych z T2DM. Dane przedstawiono w Tabeli 6.
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Tabela 6.

Wyniki morfologii krwi obwodowej w badanej grupie chorych z T2DM.

Parametr badany Grupa badana

Liczba badanych oséb Wyniki
Erytrocyty, 10%/pl 114 4,64 (+0,45)
Hemaoglobina, g/dI 117 13,8 (£1,4)
Hematokryt, % 110 41,0 (£3,8)
MCV, fl 114 88,6 (4,6)
MCH, pg 114 29,8 (+1,8)
MCHC, g/dl 114 33,7 (+1,3)
RDW-CV, % 114 13,2 (+0,9)
Plytki krwi, 10%/pl 117 232 (201-276)
Leukocyty, 10°/pl 117 7,13 (6,22-8,51)
Neutrofile, % 85 61,7 (£9,1)
Limfocyty, % 85 27,9 (£7,8)
Monocyty, % 85 6,0 (x1,7)
Eozynofile, % 84 2,1(1,1-2,9)
Bazofile, % 84 0,4 (0,3-0,6)

Po przeanalizowaniu wynikdéw badania og6lnego moczu w grupie chorych, wyniki

przedstawiono w Tabeli 7.
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Tabela 7.

Wyniki badania ogolnego moczu w badanej grupie chorych z T2DM.

Parametr badany

Grupa badana

Liczba badanych oséb Wyniki
Ciezar wlasciwy moczu 112 1,020 (+0,006)
pH moczu 112 5,5 (£0,5)
Biatkomocz, n (%) 112 4 (4)
Glukozuria, n (%) 112 19 (17)
Erytrocyturia, n (%) 112 4 (4)
Bakteriuria, n (%) 112 8 (7)
Leukocyturia, n (%) 112 16 (14)

Wyniki badan biochemicznych wykonanych w surowicy i moczu w badanej grupie

przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8.

Wyniki badan biochemicznych w surowicy i moczu w badanej grupie z T2DM.

Parametr badany Grupa badana

Liczba badanych oséb Wyniki
Glukoza, mmol/l, 109 6,6 (£1,7)
CRP, mg/l 103 3,0 (1,3-5,8)
Kreatynina w surowicy, pmol/l 117 68 (60-82)
Albumina w moczu, mg/l 111 52,8 (27,3-26,9)
Kreatynina w moczu, mmol/I 112 8,9 (5,6-13,2)
Cholesterol catkowity, mmol/l 114 4,58 (+1,16)
LDL-cholesterol, mmol/I 114 2,57 (£0,98)
HDL-cholesterol, mmol/I 114 1,4 (x0,3)
Trojglicerydy, mmol/l 114 1,55 (1,15-2,05)
ALT, U/l 78 23 (17-39)
K, mmol/l 102 4,2 (£0,3)
Na, mmol/Il 102 136 (£3)
Cl, mmol/l 101 102 (+3)
Ca, mmol/l 39 2,3 (£0,1)
iPTH, pg/ml 13 17,42 (3,00-26,90)
Fosforany nieorganiczne, mmol/I 24 1,13 (0,96-0,12)
Kwas moczowy, umol/I 77 326 (£104)

U cze$ci chorych z T2DM zmierzono w moczu stezenie UKIM-1, uUMOD, uL-FABP,
ulgG, uTRF, uNGAL, up2M. W dalszej kolejnosci obliczono wskazniki: uKIM-1/uCr,
uUMOD/uCr, uL-FABP/uCr, uNGAL/uCr. Wykonano rowniez 0znaczenia uromoduliny,
NGAL oraz cystatyny C w surowicy. Wyniki przeprowadzonych badan w grupie chorych z
T2DM przedstawiono w Tabeli 9.
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Tabela 9.

Wyniki badan wybranych markeréw w surowicy i w moczu w badanej grupie z T2DM.

Parametr badany

Grupa badana

Liczba badanych oséb Wyniki
UKIM-1, pg/I 104 1,04 (0,47-1,66)
uKIM-1/uCr, pg/g 98 1,16 (0,59-1,66)
uUMOD, mg/l 103 7,07 (3,22-14,40)
uUMOD/uCr, mg/g 98 7,90 (3,26-16,82)
sUMOD, pgl/l 102 127 (88-173)
uL-FABP, pg/l 75 2,26 (1,95-3,01)
uL-FABP/UCr, pg/g 75 2,47 (1,58-4,49)
ulgG powyzej progu detekcji, n (%) 104 27 (26)
UTRF powyzej progu detekcji, n (%) 104 15 (14)
UNGAL, pg/I 109 13,5 (6,1-27,1)
UNGAL/UCT, pg/g 104 12,2 (5,1-25,9)
sNGAL, pg/l 78 59,6 (43,7-72,1)
sCysC, mg/l 78 0,91 (0,79-1,07)
eGFR (CKD-EPlcysc), 117 91 (77-100)
ml/min/1,73m?
UPAR, g/l 78 2,66 (2,19-3,07)
sMMP-9, g/l 26 952 (646-1857)
uP2M powyzej progu detekcji, n (%) 26 4 (15)

5.2.  Porownanie pacjentéw z ro6znymi wynikami elektroforezy biatek moczu

W badanej grupie, u 117 pacjentdow wykonano elektroforeze biatek w moczu. Ze

wzgledu na wynik elektroforezy, grupe badana podzielono na nastepujace podgrupy:
gle wy Y, grupg ap gpujace poagrupy

e BB - pacjenci, u ktorych nie stwierdzono obecnosci biatka w moczu — 23 pacjentow

(20%),

e A - pacjenci, u ktérych stwierdzono obecno$¢ stabego prazka albuminy, brak innych

biatek — 72 pacjentdéw (62%),
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e KS - pacjenci, u ktorych stwierdzono obecnos¢ silnego prazka albuminy bez
obecnosci innych biatek (obraz klasyfikowany jako biatkomocz kiebuszkowy
selektywny) — 12 pacjentéw (10%),

e KNS - pacjenci, u ktorych stwierdzono obecnos¢ silnego prazka albuminy oraz
obecnos¢ bialek 0 masie czasteczkowej wigkszej od masy czasteczkowej albuminy
(obraz klasyfikowany jako biatkomocz kiebuszkowy nieselektywny) — 5 pacjentow
(4%),

e MKC - pacjenci, u ktérych stwierdzono obecnos¢ albuminy i biatek 0 wickszej masie
czasteczkowej (Co wskazuje na biatkomocz kiebuszkowy nieselektywny) oraz biatek
drobnoczgsteczkowych (co wskazuje na biatkomocz cewkowy; obraz klasyfikowany
jako biatkomocz ktebuszkowo-cewkowy) — 5 pacjentow (4%).

Przyktady rozdziatow elektroforetycznych  odpowiadajacych  poszczegdlnym
kategoriom przedstawiono na Rycinie 1.

128G =
TRF =—p-

Alb ——pp

FLC d. ==p

FLC M.

Std BB A A KS KS KNS KNS MKC MKC

Rycina 1.

Przyktady rozdziatow elektroforetycznych biatek moczu, przypisanych do poszczegélnych
kategorii wynikéw: BB — brak biatka w elektroforezie; A — obecnos¢ sladowego prazka
albuminy; KS - biatkomocz kigbuszkowy selektywny; KNS - biatkomocz kiebuszkowy
nieselektywny; MKC — biatkomocz mieszany kiebuszkowo-cewkowy; Std — standard mas
czasteczkowych: 1gG — immunoglobulina G (masa molowa ok. 150 kDa); TRF — transferyna
(masa molowa ok. 75 kDa); Alb — albumina (masa molowa ok. 65 kDa); FLC d. — fancuchy
lekkie immunoglobulin w formie dimeru (masa molowa ok. 50 kDa); FLC m. — tancuchy
lekkie immunoglobulin w formie monomeru (masa molowa ok. 25 kDa)
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Ze wzgledu na niewielkg liczebnos¢ podgrup (KS, KNS i MKC), do celéw analizy
statystycznej potaczono te trzy podgrupy w jedna grupe pacjentow z biatkomoczem
ktebuszkowym (K). Nastepnie przeanalizowano réznicg miedzy podgrupami: BB, A oraz K.
Wyodrgbnione na podstawie wynikow elektroforezy grupy byly zblizone pod wzgledem
wieku. Nie stwierdzono réwniez istotnych statystycznie roéznic migdzy badanymi grupami
w zakresie wskaznika filtracji klebuszkowej oszacowanego wedtug wzoru CKD-EPI. Grupy
roznity si¢ natomiast w sposéb istotny statystycznie warto$cig wskaznika UACR.

W Tabeli 10 przedstawiono szczegoétowe dane demograficzne w podgrupach chorych
z T2DM utworzonych na podstawie uzyskanego wyniku elektroforezy biatek moczu.
Szczegbdtowe porownanie wieku, czasu trwania T2DM, wartosci eGFR (CKD-EPlI¢,) i UACR

w zalezno$ci od wynikow elektroforezy biatek moczu przedstawiono na Rycinie 2.

Tabela 10.

Dane demograficzne w podgrupach chorych z T2DM utworzonych na podstawie uzyskanego
wyniku elektroforezy biatek moczu.

Parametr badany Brak bialka | Slad albuminy | Bialkomocz P

w elektroforezie | w elektroforezie | klebuszkowy

(BB) (A) (K)

Wiek, lata 60 (29) 61 (x13) 64 (+11) 0,6
Pte¢ meska, n (%) 11 (48) 35 (49) 9 (41) 0,8
BMI, kg/m? 31,8 (¢4,7) 31,4 (5,6) 30,4 (£7,2) 0,5
Czas trwania cukrzycy, 5 (1-10) 5 (2-10) 8 (6-15) 0,08
lata
eGFR (CKD-EPI), 90 (75-99) 92 (77-100) 91 (75-101) 0,9
ml/min/1,73m?
UACR, mg/g 1,8 (1,2-3,2) 5,3 (3,4-14,1) | 57,7 (37,3-78,7) |<0,001*"¢

 — w tescie post hoc istotna roznica miedzy grupa z biatkomoczem kiebuszkowy a grupg bez
obecnosci biatka w elektroforezie biatek moczu
® _ w tescie post hoc istotna roznica migdzy grupg z biatkomoczem kigbuszkowy a grupa ze
$ladem albuminy w moczu
¢ — w tescie post hoc istotna réznica miedzy grupa ze $ladem albuminy w moczu a grupa bez
obecnosci biatka w elektroforezie biatek moczu
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Rycina 2.

Wiek (a), czas trwania T2DM (b), wartosci eGFR (CKD-EPIl¢;) (c¢) oraz uACR (d)
w zalezno$ci 0d rodzaju biatkomoczu wyodrgbnionego na podstawie wyniku elektroforezy
biatek moczu. Dane na rycinach przedstawiono jako mediang, zakres mi¢dzykwartylowy
(ramka), zakres warto$ci nieodstajgcych (wasy) | wartosci odstajace (punkty).

Ponadto przeanalizowano réznice pomigdzy podgrupami wyodrgbnionymi na
podstawie badania elektroforezy biatek dotyczace wynikow badania morfologicznego krwi
obwodowej. Stwierdzono istotng statystycznie roznice odsetka limfocytow w rozmazie krwi
obwodowej pomiedzy grupa chorych z biatkomoczem kigbuszkowym (KC), a grupa bez
obecnosci biatka w elektroforezie (BB). Poréwnanie parametrow morfologii krwi obwodowej

pomi¢dzy badanymi podgrupami przedstawione zostato w Tabeli 11.
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Tabela 11.

Poréwnanie parametrow morfologii krwi obwodowej pomiedzy badanymi podgrupami
wyodrgbnionymi na podstawie elektroforezy biatek moczu.

Parametr badany Brak bialka Slad albuminy Bialkomocz p
w elektroforezie | w elektroforezie klebuszkowy
(BB) (A) (K)

Hemaoglobina, g/dI 13,6 (£1,3) 13,9 (£1,4) 13,5 (£1,2) 0,3
Leukocyty, 10%/pl 6,60 (5,88-7,78) | 7,19 (6,32-8,41) | 7,37 (6,35-9,83) 0,1
Plytki krwi, 10%/pl 242 (194-281) | 231(202,5-275) | 239 (201-282) 0,9
Neutrofile, % 58,5 (¢11,2) 60,9 (+8,8) 65,4 (x7,5) 0,08
Limfocyty, % 29,3 (£8,6) 28,1 (+7,5) 23,3 (£7,0) 0,023?
Monocyty, % 6,7 (£2,4) 57 (£1,4) 6,3 (£1,7) 0,2

& — w teécie post hoc istotna réznica miedzy grupa z biatkomoczem klebuszkowym a grupa
bez obecnosci biatka w elektroforezie biatek moczu

W wyodr¢bnionych grupach przeanalizowano takze wyniki badania ogélnego moczu.

Obecno$¢ biatka w badania ogdélnym moczu stwierdzono u trzech chorych w grupie

z biatkomoczem kigbuszkowym, w tym u jednego pacjenta z podgrupy KS, jednego z KNS

i jednego z MKC. Bakteriuri¢ i erytrocyturi¢ obserwowano statystycznie czesciej w podgrupie

K w stosunku do podgrupy BB. Analiz¢ wynikow badania ogélnego moczu w podgrupach

wyodrebnionych na podstawie elektroforezy biatek moczu przedstawiono w Tabeli 12.
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Tabela 12.

Wyniki badania og6lnego moczu w podgrupach wyodrebnionych na podstawie elektroforezy
bialek.

Parametr badany Brak biatka Slad albuminy Bialkomocz P
w elektroforezie | w elektroforezie klebuszkowy
(BB) (A) (K)

Cigzar wlasciwy 1,019 (+0,007) 1,020 (+0,005) 1,020 (+0,007) 0,6
moczu

pH moczu 5,54 (+0,60) 5,43 (x0,57) 5,5 (+0,53) 0,9
Bialkomocz, n (%) 1(5) 0 3 (15) 0,006"
Glukozuria, n (%) 5 (23) 8 (11) 6 (30) 0,1
Erytrocyturia, n (%) 0 1(1) 3(15) 0,009°
Bakteriuria, n (%) 0 4 (6) 4 (20) 0,031°
Leukocyturia, n (%) 1(5) 10 (14) 5 (25) 0,2

& — w tescie post hoc istotna réznica miedzy grupa z biatkomoczem klebuszkowym a grupa
bez obecnosci biatka w elektroforezie biatek moczu

® _ w tescie post hoc istotna réznica miedzy grupa z biatkomoczem kigbuszkowym a grupa ze
$ladem albuminy w moczu

W przeprowadzanej analizie badan biochemicznych w grupach wyodrgbnionych na
podstawie elektroforezy bialek moczu, stwierdzono istotng Statystycznie réznice w zakresie
wartosci HbA;;. pomiedzy grupg K, a grupg chorych A. Wszystkie trzy grupy roznity sie
réwniez istotnie stezeniem albuminy oznaczonym w pojedynczej porcji moczu.

Wyniki badan biochemicznych w podgrupach wyodrebnionych na podstawie
elektroforezy biatek moczu przedstawiono w Tabeli 13. Z kolei Rycina 3 przedstawia
szczegdtowe porOéwnanie odsetka HbA. i stezenia albuminy z moczu miedzy podgrupami

chorych, z uwzglednieniem podgrup KS, KNS i MKC.
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Tabela 13.

Poréwnanie wynikow badan biochemicznych i podgrup wyodrebnionych na podstawie
elektroforezy biatek moczu.

Parametr badany Brak bialtka Slad albuminy Bialkomocz p

w elektroforezie | w elektroforezie klebuszkowy

(BB) (A) (K)

Glukoza, mmol/I 6,66 (+1,44) 6,32 (+£1,05) 7,52 (£3,33) 0,2
CRP, mg/I 3,90 (1,60-5,80) | 2,60 (1,30-5,20) | 4,05 (2,30-7,40) 0,3
Kreatynina 62 (53-70) 70 (53-79) 62 (53-79) 0,5
w surowicy, umol/l
HbA., % 6,6 (5,9-8,4) 6,6 (5,9-7,0) 8,2 (6,9-10,0) 0,003°
Albumina w moczu, 1,7 (0,9-3,4) 6,3 (3,3-12,8) 51,5 (36,3-80,0) | 0,001*¢
mg/I
Kreatynina w moczu, 7,1(4,4-12,3) 8,8 (5,3-13,3) 7,9 (6,2-12,3) 0,6
mmol/I
Cholesterol catkowity, 4,94 (+1,16) 4,70 (£1,08) 4,80 (£1,32) 0,8
mmol/Il
LDL-cholesterol, 2,80 (£1,06) 2,69 (£1,01) 2,64 (£1,01) 0,8
mmol/I
HDL-cholesterol, 1,24 (+0,26) 1,26 (x0,21) 1,32 (x0,47) 0,9
mmol/I
Trojglicerydy, mmol/l | 1,60 (1,20-2,32) | 1,53 (1,10-2,03) | 1,62 (1,17-2,07) 0,6

& — w tedcie post hoc istotna réznica miedzy grupa z biatkomoczem kilebuszkowym a grupa
bez obecnosci biatka w elektroforezie biatek moczu
b _ w tescie post hoc istotna roznica miedzy grupa z biatkomoczem klgbuszkowym a grupa ze
$ladem albuminy w moczu
° — w te$cie post hoc istotna réznica miedzy grupa ze $ladem albuminy w moczu a grupa bez
obecnosci biatka w elektroforezie biatek moczu
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Rycina 3.

Wartosci HbA;. (a) oraz stezenia albuminy w pojedynczej porcji moczu (b) w zaleznosci od
rodzaju biatlkomoczu wyodrgbnionego na podstawie wyniku elektroforezy biatek moczu.
Dane na rycinach przedstawiono jako mediang, zakres miedzykwartylowy (ramka), zakres
warto$ci nieodstajgcych (wasy) | wartosci odstajgce (punkty).

W wyodr¢bnionych na podstawie badania elektroforezy biatek moczu grupach
analizowano rowniez réznice dotyczace wskaznikOw uszkodzenia nerek. W grupie chorych K
stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze st¢zenie KIM-1 w moczu oraz wskaznika
uKIM1/uCr w poréwnaniu do grup A oraz BB. Stwierdzono takze istotnie wyzsze stezenie
uromoduliny w moczu w grupie pacjentdw z biatkomoczem kigbuszkowym w odniesieniu do
chorych z grupy ze s$ladem albuminy. Rowniez stezenie NGAL w moczu oraz warto$¢
wskaznika UNGAL/uCr bylto istotnie statystycznie wigksze w grupie z bialkomoczem
kiebuszkowym niz w grupie chorych bez obecnego w elektroforezie biatka. Ponadto, w grupie
chorych z biatkomoczem kigbuszkowym w poréwnaniu do dwoch pozostatych grup
stwierdzono najwigksza statystycznie liczbg chorych ze zwigkszonym wydalaniem zaréwno
IgG, jak i transferyny z moczem. W Tabeli 14 przedstawiono dane dotyczace poréwnania
wskaznikow uszkodzenia nerek w podgrupach wyodrebnionych na podstawie wynikéw
elektroforezy biatlek moczu. Szczegotowe dane dotyczace istotnych statystycznie roznic
wartosci wskaznikow uszkodzenia nerek w podgrupach wyodrebnionych na podstawie

wynikow elektroforezy biatek moczu przedstawiono na Rycinach 4 i 5.
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Tabela 14.

Porownanie wskaznikow uszkodzenia nerek w podgrupach wyodrebnionych na podstawie
wynikdw elektroforezy biatek moczu.

Parametr badany Brak biatka Slad albuminy Bialkomocz P
w elektroforezie | w elektroforezie klebuszkowy
(BB) (A) (K)

UKIM-1, pg/I 0,53 (0,10-0,86) | 1,04 (0,43-1,65) | 1,64 (1,11-2,86) |<0,001%°¢
UKIM-1/uCr, pg/g 0,64 (0,10-1,15) | 1,15 (0,59-1,58) | 1,79 (1,21-2,77) |<0,001*"
uUMOD, mg/l 4,02 (1,17-8,23) | 8,17 (4,13-19,78) | 5,79 (2,79-8,65) | 0,011

_ _ _ b
LUMODILCT, malg 5,01 (1,42-11,2) 10,82 (3,79 8,21 (4,39-11,05) | 0,010

22,29)

sUMOD, pg/I 134 (108-176) 124 (88-173) 138 (57-179) 0,9
uL-FABP, pg/l 2,71 (2,25-3,01) | 2,25 (1,87-2,86) | 2,33 (1,79-3,59) 0,3
uL-FABP/UCr, pg/g | 2,51 (1,59-4,85) | 2,37 (1,48-4,15) | 2,93 (2,27-3,83) 0,7
ulgG powyzej progu 0 10 (16) 17 (85) <0,001%"
detekcji, n (%)
UTRF powyzej progu 0 1(2) 14 (70) <0,001°
detekcji, n (%)
UNGAL, pg/l 8,7 (2,3-16,7) 13,9 (6,1-26,3) | 23,2(11,5-37,1) | 0,008°
UNGAL/uCr, pg/g 7,1 (2,1-16,2) 12,0 (5,4-26,8) | 22,3(14,3-38,9) | 0,004°
SNGAL, pg/l 67,1 (45,8-74,6) | 54,4 (45,5-68,0) | 62,4 (41,1-103,0) | 0,4
sCysC, mg/l 0,82 (0,78-0,99) | 0,92 (0,79-1,05) | 1,07 (0,83-1,15) 0,2
eGFR 90 (74-99) 92 (76-100) 91 (75-101) 0,5
(CKD-EPlcysc),
ml/min/1,73m?
UPAR, pol/l 2,52 (2,22-3,13) | 2,52 (2,10-2,97) | 2,89 (2,72-3,47) 0,1
SMMP-9, pg/I 646* 1129 (718-2081) | 2893 (2716-3471)| 0,3
up2M powyzej progu 0* 2 (11) 2 (29) 0,5

detekcji, n (%)

% — w tedcie post hoc istotna réznica miedzy grupa z biatkomoczem kilebuszkowym a grupa
bez obecnosci biatka w elektroforezie biatek moczu
b _ w tescie post hoc istotna roznica migdzy grupa z biatkomoczem klebuszkowym a grupa ze
$ladem albuminy w moczu
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¢ — w tedcie post hoc istotna roznica miedzy grupa ze $ladem albuminy w moczu a grupa bez
obecnosci biatka w elektroforezie biatek moczu

*sSMMP-9 i uf2M oznaczono tylko u jednej osoby z grupy z ujemnym wynikiem
elektroforezy biatek moczu
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Rycina 4.

Stezenia UKIM-1 (a) i UWUMOD (c) oraz warto$ci wskaznikdw uKIM-1/uCr (b) i uUMOD/uCr
(d) w zaleznosci od rodzaju biatkomoczu wyodrgbnionego na podstawie wyniku elektroforezy
biatek moczu. Dane na rycinach przedstawiono jako mediang, zakres mi¢dzykwartylowy
(ramka), zakres warto$ci nieodstajacych (wasy) | wartosci odstajace (punkty).
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Rycina 5.

Stezenia UNGAL (a), wartosci wskaznika UNGAL/Cr (b) oraz stezenia 1gG (c) i transferyny
(d) w moczu pacjentdw zaleznosci od rodzaju biatkomoczu wyodrebnionego na podstawie
wyniku elektroforezy biatek moczu. Dane na rycinach przedstawiono jako mediang, zakres
miedzykwartylowy (ramka), zakres wartosci nieodstajacych (wasy) I wartosSci odstajace

(punkty).

5.3.  Pordéwnanie pacjentdw w zaleznosci od obecnosci uromoduliny w badaniu
elektroforezy bialek
Na podstawie wynikéw badania elektroforezy biatek moczu chorych z T2DM, sposrod
ktérych wykluczono pacjentéw z podgrupy BB, wyodrgbniono 2 grupy chorych:
e BTHP - pacjenci, u ktérych w elektroforezie nie wykazano prazka uromoduliny,
e THP - pacjenci, u ktorych w elektroforezie stwierdzono obecnos¢ prazka

uromoduliny.
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Przyktady rozdzialow elektroforetycznych biatek moczu z nieobecnym i z widocznym
prazkiem uromoduliny przedstawiono na Rycinie 6. Prazek uromoduliny towarzyszyt
najczgséciej stabemu prazkowi albuminy: w podgrupie chorych A obecnos¢ uromoduliny
w elektroforezie biatek moczu stwierdzono u 29 pacjentow, tj. 40% chorych, natomiast
w podgrupie K u 4, tj.18% chorych, jednak roznica ta nie byta istotna statystycznie (p=0,06).

uromodulina

albumina

Std BTHP  BTHP  THP

Rycina 6.
Przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne biatek moczu z obecnoscig prazka uromoduliny
(THP) i z niewykrywalng uromoduling (BTHP). Std — standard mas czasteczkowych.

W grupie THP obserwowano nizsze stezenie CRP, NGAL, uPAR w surowicy,
wigksze wydalanie kreatyniny z moczem oraz nizsza warto$¢ wskaznikow: UACR, uKIM-
1/uCr, uL-FABP/UCr. Byly to zaleznos$ci istotne statystycznie. Stwierdzono rowniez wyzsze
stezenie uromoduliny w surowicy. Szczegétowe dane dotyczace istotnych statystycznie rdznic

miedzy grupami zamieszczono w Tabeli 15.
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Tabela 15.

Istotne statystycznie réznice migdzy podgrupami wyodrgbnionymi ze wzgledu na obecnos¢
prazka uromoduliny w badaniu elektroforezy biatek moczu, dotyczace wynikow badania
morfologii krwi obwodowej, badan biochemicznych oraz wskaznikOw uszkodzenia nerek.
Z poréwnania wykluczono chorych, u ktorych w elektroforezie biatek moczu nie stwierdzono

obecnosci biatka (wlaczonych do podgrupy BB).

Parametr badany THP BTHP p

Hemoglobina, g/dI 14,4 (£1,2) 13,5 (x1,4) 0,002
CRP, mg/l 1,8 (0,9-4,3) 3,5 (1,6-6,3) 0,021
Kreatynina w moczu, umol/l 11,9 (8,0-14,0) 8,1 (5,5-12,5) 0,016
UACR, mg/g 4,7 (2,6-17,1) 13,5 (5,2-43,5) 0,007
uKIM-1/uCr, ug/g 1,01 (0,59-1,32) 1,31 (0,98-1,89) 0,041
uUMOD, mg/l 20,10 (8,90-35,56) | 5,60 (2,48-8,97) | <0,001
uUMOD/UCr, mg/g 22,09 (10,26-26,61) | 5,64 (3,26-12,33) | <0,001
sUMOD , ug/I 152 (123-216) 115 (79-160) 0,004
L-FABP/UCr, pg/g 2,10 (1,36-3,15) 3,44 (1,84-4,57) 0,025
ulgG powyzej progu detekcji, n (%) 3(12) 24 (42) 0,009
sNGAL pg/I 49,7 (36,5-57,3) 60,6 (45,5-74,1) 0,045
UPAR, ug/l 2,10 (1,68-2,81) 2,78 (2,37-3,13) 0,009

5.4. Porownanie pacjentdbw w zaleznosci od wartosci wskaznika albumina do

kreatyniny w pojedynczej porcji moczu (UACR)

W grupie pacjentow z T2DM wyr6zniono dwie podgrupy roznigce si¢ warto$ciami

UACR:

e chorzy z prawidtowa lub nieznacznie podwyzszong albuminurig (UACR <30 mg/g);

e chorzy z umiarkowanie podwyzszong albuminurig (UACR 30-300 mg/g).

Podgrupy te nie réznily si¢ istotnie pod wzgledem wieku, BMI, czasu trwania cukrzycy,
wartosci wskaznika filtracji kiebuszkowej, czy wyniku badania morfologii krwi obwodowe;j.
W Tabeli 16 przedstawiono dane demograficzne i kliniczne badanych chorych z T2DM

podzielonych na podgrupy w zaleznosci od wartosci UACR.
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Tabela 16.

Dane demograficzne i kliniczne badanych chorych z T2DM podzielonych na podgrupy
w zalezno$ci od wartosci UACR.

Parametr badany UACR <30 mg/g UACR 30-300 mg/g p
Wiek, lata 60 (£11) 64 (£11) 0,1
Ple¢ meska, n (%) 42 (49) 11 (42) 0,5
BMI, kg/m? 31 (5) 30 (6) 0,2
Czas trwania cukrzycy, lata 5 (2-10) 8 (4-12) 0,07
eGFR (CKD-EPI)), 92 (76-101) 86 (72-99) 0,3
ml/min/1,73m?

Analize przeprowadzono takze pomiedzy wyodrebnionymi podgrupami a wynikami

morfologii krwi obwodowej, nie stwierdzajac istotnych zaleznosci. Porownanie pomigdzy

badanymi podgrupami, a parametrami morfologii krwi przedstawione sa w Tabeli 17.

Tabela 17.

Wyniki wybranych parametrow morfologii krwi obwodowej w podgrupach chorych
wyodrebnionych W zaleznosci od warto$ci UACR.

Parametr badany UACR <30 mg/g UACR 30-300 mg/g p

Hemaoglobina, g/dI 13,9 (£1,3) 13,3 (£1,3) 0,07
Leukocyty, 10%/pl 7,06 (6,12-8,3) 7,7 (6,6-9,6) 0,07
Plytki krwi, 10%/pl 134 (194-275) 243 (201-282) 0,9
Neutrofile, % 61,1 (9,6) 62,2 (7,7) 0,6
Limfocyty, % 27,8 (7,9) 26,0 (7,6) 0,3
Monocyty, % 59 (1,7) 6,3 (1,8) 0,5

W podgrupie z uUACR 30-300 mg/g u czterech chorych stwierdzono erytrocyturi¢
I bakteriuri¢, za$ u o$miu chorych leukocyturie. W podgrupie z uUACR <30 mg/g u zadnego
z chorych nie obserwowano erytrocyturii, bakteriurie stwierdzono tylko u jednego pacjenta,
a leukocyturi¢ U pigciu chorych. Byly to réznice istotne statystycznie. Analize wynikow
badania ogdlnego moczu w podgrupach wyodrebnionych w zalezno$ci od wskaznika UACR

przedstawiono w Tabeli 18.
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Tabela 18.

Wyniki badania ogo6lnego moczu w podgrupach chorych z T2DM wyodrebnionych
w zalezno$ci 0d wartosci wskaznika UACR.

Parametr badany UACR <30 mg/g UACR 30-300 mg/g p
Cigzar wlasciwy moczu 1020 (£5) 1018 (£6) 0,2
pH moczu 5,4 (x0,5) 5,5 (x0,6) 0,8
Biatkomocz, n (%) 1(1) 2 (8) 0,06
Glukozuria, n (%) 13 (16) 3(12) 0,7
Erytrocyturia, n (%) 0 4 (17) 0,002
Bakteriuria, n (%) 1(1) 4 (17) 0,002
Leukocyturia, n (%) 5 (6) 8 (33) <0,001

Wyodrebnione podgrupy nie réznity si¢ istotnie pod wzgledem wartosci HbA;,
lipidogramu, czy stezenia Kkreatyniny w surowicy. Szczegélowe wyniki badan
biochemicznych w podgrupach wyodr¢bnionych na podstawie wskaznika UACR
przedstawiono w Tabeli 19.

Tabela 19

Wyniki badan biochemicznych w podgrupach chorych z T2DM wyodrebnionych
w zalezno$ci od wartosci UACR.

Parametr badany UACR <30 mg/g UACR 30-300 mg/g p
Glukoza, mmol/l 6,6 (£1,9) 6,5 (£1,1) 0,9
CRP, mg/| 2,8 (1,3-5,2) 4,1 (1,9-7,5) 0,053
Kreatynina w surowicy, pmol/l 68 (60,9-81,3) 68,9 (59,2-83,9) 0,9
HbA, % 6,3 (5,9-7,5) 6,8 (6,0-7,7) 0,5
Kreatynina w moczu, mmol/I 8,84 (5,3-13,2) 7,07 (4,42-11,4) 0,1
Cholesterol catkowity, mmol/l 4,70 (£1,16) 4,60 (£1,08) 0,4
LDL-cholesterol, mmol/I 2,71(x1,06) 2,64 (x0,82) 0,9
HDL-cholesterol, mmol/I 1,26 (+0,23) 1,39 (+0,41) 0,2
Trojglicerydy, mmol/l 1,52 (1,15-1,96) 1,70 (1,14-2,18) 0,4
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Istotne statystycznie roznice miedzy grupami chorych wyrdznionymi ze wzgledu na
wartos¢ UACR obserwowano w przypadku NGAL w moczu, uPAR w surowicy oraz
wskaznikow UNGAL/Cr i uL-FABP/Cr. Stgzenie cystatyny C w surowicy bylo istotnie
statystycznie nizsze w grupie z niska albuminurig w poréwnaniu do grupy z umiarkowanie
podwyzszong albuminurig, natomiast wskaznik filtracji kl¢buszkowej o0szacowany na
podstawie stezenia cystatyny C w surowicy byt istotnie wyzszy w grupie z UACR <30 mg/g.
Byly to rowniez zaleznos$ci istotne statystycznie. W grupie z niskg albuminurig, U o$miu
chorych stwierdzono obecno$¢ 1IgG w moczu, natomiast w grupie z UACR 30-300 mg/g liczba
chorych z obecnoscig ulgG byta dwukrotnie wicksza. W podgrupie z UACR <30 mg/g

rowniez rzadziej wykrywano obecno$é¢ transferyny w moczu. Te réznice migdzy grupami

byty istotne statystycznie.

W Tabeli 20 przedstawiono szczegdtowe poréwnanie wskaznikdw uszkodzenia nerek

w podgrupach wyodrgbnionych na podstawie wartosci UACR.

Tabela 20.

Wyniki badan markerdéw uszkodzenia nerek w podgrupach chorych z T2DM wyodrebnionych
w zaleznos$ci od wartos$ci wskaznika UACR.

Parametr badany UACR <30 mg/g | UACR 30-300 mg/g p
UKIM-1, pg/I 0,86 (0,42-1,62) 1,11 (0,73-2,65) 0,06
uKIM-1/Cr, pglg 1,01 (0,43-1,44) 1,81 (1,14-2,94) | <0,001
uUMOD, mg/I 7,08 (2,50-15,94) 7,07 (4,38-13,78) 0,9
uUMOD/Cr, mg/g 7,73 (2,71-18,84) | 9,32 (5,01-16,76) 0,5
sUMOD, pg/I 131 (83-179) 132 (93-149) 0,5
uL-FABP, pg/I 2,25 (1,94-3,01) 2,10 (1,79-3,15) 0,4
uL-FABP/UCr, ug/g 2,37 (1,48-3,94) 3,77 (2,44-8,67) 0,026
ulgG powyzej progu detekcji, n (%) 8 (11) 16 (70) <0,001
UTRF powyzej progu detekcji, n (%) 2 (3) 11 (48) <0,001
uUNGAL, pg/l 12,1 (3,9-21,6) 18,0 (11,5-37,8) 0,009
UNGAL/UCT, pg/g 9,8 (4,0-18,8) 25,4 (14,8-41,7) | <0,001
SNGAL, pg/l 53,7 (40,6-70,4) 66,9 (55,0-96,8) 0,07
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sCysC, mg/l 0,86 (0,78-1,01) 1,12 (0,83-1,37) 0,005
eGFR (CKD-EPlcysc), ml/min/1,73m? 92 (76-101) 74 (62-97) 0,028
UPAR, g/l 2,45 (2,10-2,90) 2,93 (2,80-3,49) 0,003
SMMP-9, g/l 1011 (666-1959) 998 (766-1857) 0,9
uP2M powyzej progu detekcji, n (%) 2 (12) 2 (22) 0,5

5.5. Korelacje badanych wskaznikéw uszkodzenia nerek z wartoScia wskaznika
albumina do kreatyniny w pojedynczej porcji moczu (UACR)

Wykazano istotne statystycznie dodatnie korelacje pomiedzy wigkszosciag badanych
wskaznikow uszkodzenia nerek ocenianych w moczu: uNGAL i uNGAL/uCr, uKIM-1
i UKIM-1/uCr, uL-FABP/uCr, ulgG i uTRF, a wartoscig wskaznika UACR w pojedynczej
porcji moczu. Dodatkowo, obserwowano dodatnig zalezno$¢ pomiedzy stezeniem UPAR w
surowicy, a wielkoscig UACR. Wymienione zaleznosci ilustrujag Ryciny 7 i 8. W przypadku
stezeh NGAL i KIM-1 ocenianych w moczu pacjentow obserwowane korelacje byty
silniejsze po korekcie stezen wobec stezenia kreatyniny w moczu. W przypadku uL-FABP
istotng korelacje z UACR obserwowano jedynie dla wskaznika skorygowanego (uL-
FABP/uCr).
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Rycina 7.

Istotne statystycznie korelacje pomigdzy badanymi markerami uszkodzenia nerek: st¢zeniem
NGAL w moczu (a), wskaznikiem UNGAL/UCr (b), stezeniem KIM-1 w moczu (c) oraz
wskaznikiem UKIM-1/uCr (d) a wskaznikiem UACR. Podano wspotczynniki korelacji rang
Spearmana i wartosci p. Warto$ci przedstawiono na skali logarytmicznej ze wzgledu na
prawoskos$ny rozktad zmiennych.
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Rycina 8.

Istotne statystycznie korelacje pomigdzy badanymi markerami uszkodzenia nerek:
wskaznikiem uL-FABP/uCr (a), stezeniem uPAR w surowicy (b) oraz stezeniami 1gG (c)
i transferyny w moczu (d) a wskaznikiem UACR. Podano wspoétczynniki korelacji rang
Spearmana i wartosci p. Warto$ci uL-FABP/uCr, uPAR i UACR przedstawiono na skali
logarytmicznej ze wzgledu na prawoskosny rozktad zmiennych.

5.6. Porownanie pacjentow w zaleznosci od wartosci eGFR (CKD-EPlI¢y)
Grupe chorych z T2DM podzielono réwniez na 3 podgrupy w zaleznosci od warto$ci
eGFR (CKD-EPI¢):
« pacjenci, u ktérych warto$¢ eGFR wynosita >90 ml/min/1,73m?,
« pacjenci, u ktérych wartos¢ eGFR wynosita od 60 do 90 ml/min/1,73m?,
« pacjenci, u ktorych wartos¢ eGFR wynosita od 30 do 60 ml/min/1,73m?.

Grupa chorych z eGFR >90 ml/min/1,73m? byta znamiennie miodsza w poréwnaniu
do pozostatych podgrup. Szczegétowe dane demograficzne i kliniczne badanych chorych
z T2DM podzielonych na podgrupy w zaleznosci od wartosci wskaznika eGFR (CKD-EPI¢,)

przedstawiono w Tabeli 21.

54



Tabela 21.

Dane demograficzne i kliniczne badanych chorych z T2DM podzielonych na podgrupy
w zalezno$ci 0od wartosci eGFR (CKD-EPI¢).

Parametr badany eGFR, ml/min/1,73m? p
>90 60-90 30-60

Wiek, lata 56 (+10) 66 (+9) 72 (+4) <0,001%"
Ple¢ meska, n (%) 28 (45) 17 (43) 10 (67) 0,3
BMI, kg/m? 30,9 (+5,8) 32,1 (#5,5) 31,0 (+6,5) 0,5
Czas trwania cukrzycy, 5 (2-10) 8 (2-11) 8 (4-10) 0,5
lata

UACR, mg/g 56(2,9-18,7) | 4,7(2,2-434) | 6,5 (2,7-46,1) 0,9

% — w teécie post hoc istotna réznica pomiedzy grupa z eGFR>90 a grupa z eGFR 30-60
ml/min/1,73m% ° — w tescie post hoc istotna roznica miedzy grupa z eGFR>90 a grupa z
eGFR 60-90 ml/min/1,73m?

Ponadto przeanalizowano wyniki badania morfologii krwi obwodowej w odniesieniu
do wielkosci eGFR, nie stwierdzajac istotnych zaleznosci. Pordwnanie wartosci pomiedzy

badanymi podgrupami a parametrami morfologii krwi przedstawione sg w Tabeli 22.

Tabela 22.

Wyniki morfologii krwi obwodowej w podgrupach chorych z T2DM wyodrebnionych
w zalezno$ci od eGFR (CKD-EPlI¢y).

Parametr badany eGFR, ml/min/1,73m? p
>90 60-90 30-60

Hemaoglobina, g/dI 13,9 (£1,3) 13,6 (£1,5) 13,6 (£1,2) 0,5
Leukocyty, 10%/pl 7,12 (6,12-9,24) | 7,08 (6,45-8,28) | 7,13 (6,20-7,74) | 0,9
Plytki krwi, 10%/pl 242 (211-282) | 228(198-282) | 192 (170-259) | 0,09
Neutrofile, % 62,8 (9,7) 60,9 (7,1) 58,8 (11,3) 0,3
Limfocyty, % 25,8 (7,6) 28,6 (7,3) 28,6 (9,3) 0,3
Monocyty, % 6,0 (1,8) 59 (1,2) 6,5 (2,2) 0,8

55




W wyodrebnionych grupach przeanalizowano takze wyniki badania og6lnego moczu.
Stwierdzono istotng statystycznie roznice pomiedzy iloScig 0s6b z bakteriuria miedzy grupa
z eGFR (CKD-EPI¢,) >90, a grupa z eGFR (CKD-EPI¢,) w zakresie 60-90 ml/min/1,73m>.
Wyniki przedstawiono w tabeli 23.

Tabela 23.

Wyniki badania ogo6lnego moczu w podgrupach chorych z T2DM wyodrebnionych
w zalezno$ci 0d wartosci wskaznika eGFR (CKD-EPI¢).

Parametr badany eGFR, ml/min/1,73m? p
>90 60-90 30-60

Cigzar wlasciwy moczu 1021 (6) 1019 (5) 1019 (£5) 0,4
pH moczu 5,5 (£0,5) 5,4 (£0,4) 5,6 (£0,7) 0,4
Biatkomocz, n (%) 2 (3) 13) 1(7) 0,8
Glukozuria, n (%) 14 (24) 5(13) 0 0,06
Erytrocyturia, n (%) 2 (3) 1(3) 1(7) 0,8
Bakteriuria, n (%) 1(2) 6 (15) 1(7) 0,037°
Leukocyturia, n (%) 8 (14) 5(13) 3 (20) 0,8

® _ w tescie post hoc istotna réznica miedzy grupa z eGFR>90 a grupa z eGFR 60-90
ml/min/1,73m?

Wsérod badanych chorych przeprowadzono rowniez analize wynikdw badan
biochemicznych stwierdzajac istotng statystycznie rdéznicg wartosci HbA;. miedzy grupa,
w ktorej wskaznik eGFR wynosit >90 ml/min/1,73m? a grupa z eGFR 30-60 ml/min/1,73m?

Wyniki przedstawiono w tabeli 24.
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Tabela 24.

Poréwnanie wynikow badan biochemicznych w podgrupach wyodrebnionych wsrod
badanych chorych T2DM w zaleznosci od wartosci wskaznika eGFR (CKD-EPIc,).

Parametr badany eGFR, ml/min/1,73m? p
>90 60-90 30-60

Glukoza, mmol/l 6,8 (£2,1) 6,6 (£1,0) 5,8 (£1,1) 0,1

CRP, mg/l 3,5(1,6-6,9) 2,7 (1,3-4,3) 3,0 (0,5-4,2) 0,4

HbA, % 6,9 (6,0-8,1) 6,3 (5,9-7,5) 6,0 (5,4-6,5) 0,013

Albumina w moczu, mg/l | 6,4 (3,6-15,3) 7,6 (2,2-36,1) 6,5 (2,6-46,1) 0,9

Kreatynina w moczu, 8,8 (6,18-13,2) 7,9 (5,3-12,3) 7,1(3,5-12,3) 0,6

mmol/I

Cholesterol catkowity, 4,90 (+1,16) 4,76 (+1,13) 4,45 (+1,06) 0,4

mmol/I

LDL-cholesterol, mmol/Il 2,82 (+1,08) 2,69 (+0,93) 2,35 (+0,93) 0,3

HDL-cholesterol, mmol/I 1,29 (+0,30) 1,26 (+0,28) 1,24 (+0,15) 0,9

Tréjglicerydy, mmol/l 1,54 (1,1-2,07) | 1,53 (1,16-2,28) | 1,95 (1,15-2,03) 0,8

& — w teécie post hoc istotna roéznica miedzy grupa z eGFR>90 a grupa z eGFR 30-60
ml/min/1,73m?

Analizie poddano rowniez warto$¢ wskaznikow uszkodzenia nerek w podgrupach
wyodrgbnionych wsrod badanych chorych w zaleznosci od warto$ci wskaznika eGFR (CKD-
EPIc). Stwierdzono, ze stezenie uromoduliny w surowicy bylo istotnie statystycznie wyzsze
w grupie chorych z eGFR >90 i eGFR 60-90 ml/min/1,73m? w poréwnaniu do grupy z eGFR
30-60 ml/min/1,73m?. Natomiast stezenie SNGAL w surowicy bylo istotnie nizsze w grupie
chorych z eGFR >90 ml/min/1,73m? w odniesieniu do grupy, w ktérej eGFR wynosit 30-60
ml/min/1,73m% W badanych grupach poréwnano réwniez stezenie cystatyny C w surowicy,
stwierdzajac najnizsza warto§¢ w grupie chorych z eGFR>90 ml/min/1,73m? eGFR
oszacowany wedlug wzoru CKD-EPI dla cystatyny C mial najwigksza warto$¢ roéwniez
w grupie chorych z eGFR >90 ml/min/1,73m? oszacowanego wedtug wzoru dla kreatyniny.
Byta to réznica istotna statystycznie w poréwnaniu do dwoch pozostatych grup. Wyniki

przedstawiono w tabeli 25.

57




Tabela 25.

Poréwnanie wskaznikow uszkodzenia nerek w podgrupach wyodr¢bnionych wérod badanych
chorych z T2DM w zaleznosci od wartosci wskaznika eGFR (CKD-EPI,)

Parametr badany eGFR, ml/min/1,73m? p
>90 60-90 30-60
UKIM-1, pg/l 1,28 (0,65-1,79) | 0,81 (0,34-1,50) | 0,60 (0,42-1,18) 0,1
uKIM-1/uCr, pg/g 1,15 (0,75-1,71) | 1,17 (0,29-1,31) | 1,16 (0,78-1,66) 0,5
uUMOD, mg/I 7,54 (3,88-20,40) | 5,87 (2,17-11,19) | 11,28 (4,54- 0,4
13,78)
uUMOD/uCr, mg/g 10,07 (3,44- | 6,66 (2,36-12,78) | 11,86 (7,47- 0,3
20,62) 12,32)
sUMOD, pg/l 141 (103-180) 124 (88-173) 69 (33-106) 0,003*¢
uL-FABP, pg/l 2,33 (1,79-3,01) | 2,25(1,94-2,93) | 2,10 (1,94-2,25) 0,8
UL-FABP/UCK, pg/lg | 2,40 (1,45-3,82) | 2,48 (1,97-4,64) | 5,03 (2,28-5,89) 0,2
ulgG powyzej progu 14 (24) 12 (33) 1(10) 0,3
detekcji, n (%)
UTRF powyzej progu 7(12) 7 (19) 1 (10) 0,6
detekcji, n (%)
UNGAL, pg/l 13,5(3,8-30,8) | 14,6 (10,6-27,4) 9,0 (5,1-12,0) 0,1
UNGAL/UCT, pg/g 10,0 (4,0-22,2) | 152(6,6-36,4) | 12,8 (6,8-26,8) 0,3
sNGAL, pg/l 53,3 (42,3-72,0) | 60,5 (47,0-69,6) | 74,0 (73,3-116,9) | 0,049°
sCysC, mg/l 0,81 (0,74-0,88) | 1,03 (0,95-1,09) | 1,38 (1,24-1,45) |<0,001%"
eGFR (CKD-EPlgysc), | 99 (95-104) 80 (73-85) 49 (47-57) | <0,001%"
ml/min/1,73m?
UPAR, g/l 2,43 (2,10-2,94) | 2,78 (2,44-3,13) | 2,81 (2,62-3,48) 0,1
sMMP-9, pg/l 1396 (599-2088) | 871 (646-998) | 1117 (718-1191) | 0,8
uf32M powyzej progu 1(7) 1(14) 2 (40) 0,2

detekcji, n (%)

8 — w tedcie post hoc istotna réznica miedzy grupa z eGFR>90 a grupa z eGFR 30-60
ml/min/1,73m% ° — w tescie post hoc istotna réznica miedzy grupa z eGFR>90 a grupa z
eGFR 60-90 ml/min/1,73m?; © — w tescie post hoc istotna réznica miedzy grupa z eGFR 60-90
a grupa z eGFR 30-60 ml/min/1,73m?
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5.7. Korelacje badanych wskaznikéw uszkodzenia nerek z wartoscia wskaznika
filtracji klebuszkowej (eGFR)

Oceniono korelacje badanych wskaznikoéw uszkodzenia nerek z eGFR oszacowanym
w oparciu 0 stezenie kreatyniny w surowicy. Sposrod wskaznikéw 0znaczanych w moczu,
jedynie st¢zenie UKIM-1 wykazywato stabg dodatnig korelacj¢ z eGFR (CKD-EPI¢,). Stabg
ujemng korelacje z eGFR (CKD-EPIlc,) obserwowano dla stezenia UPAR w surowicy.
Stezenie cystatyny C w surowicy i eGFR obliczone w oparciu o stezenie cystatyny C dobrze
korelowaly z eGFR (CKD-EPI¢,). Opisane zaleznosci ilustruje Rycina 7. Nie wykazano
korelacji miedzy pozostatymi badanymi wskaznikami uszkodzenia nerek, a eGFR

wyliczonym w oparciu o stezenie kreatyniny w surowicy.
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Rycina 9.

Istotne statystycznie korelacje pomi¢dzy badanymi markerami uszkodzenia nerek: stezeniami
KIM-1 w moczu (a), uPAR (b) i cystatyny C w surowicy (c) oraz eGFR oszacowanym
w oparciu o stezenie cystatyny C w surowicy (d) a eGFR (CKD-EPlc,). Podano
wspotczynniki  korelacji rang Spearmana iwartosci p. Wartosci UKIM-1 i uPAR
przedstawiono na skali logarytmicznej ze wzgledu na prawoskosny rozktad zmiennych.
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Oceniono takze korelacje badanych markeréw uszkodzenia nerek ze wskaznikiem
filtracji ktebuszkowej 0szacowanym w oparciu 0 stezenia cystatyny C w surowicy. Wykazano
dodatniag korelacj¢ migdzy stgzeniem uromoduliny w surowicy a eGFR (CKD-EPlcysc).
Obserwowano ponadto ujemne korelacje migdzy stezeniami 1gG i transferyny w moczu oraz
SNGAL i uPAR, a eGFR (CKD-EPI¢ysc) (Rycina 8). Poza korelacja migdzy uPAR a eGFR
(CKD-EPIcysc) byty to stabe zaleznosci. Dodatkowo w przypadku ulgG i uTRF, korelacje
nalezy interpretowac ostroznie ze wzgledu na fakt, ze u wigkszosci pacjentdw stezenia tych
biatek pozostawaly ponizej granicy oznaczalno$ci. Pozostate badane wskazniki uszkodzenia

nerek nie korelowaty z eGFR wyliczonym w oparciu o stezenie cystatyny C w surowicy.
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Istotne statystycznie korelacje pomigdzy badanymi markerami uszkodzenia nerek: stezeniami
UMOD (a), NGAL (b) i uPAR w surowicy (c) oraz stezeniami IgG (d) i transferyny w moczu
(e) a eGFR (CKD-EPI¢;). Podano wspoétczynniki korelacji rang Spearmana i wartosci p.
Wartosci SUMOD, sNGAL i uPAR przedstawiono na skali logarytmicznej ze wzgledu na
prawoskos$ny rozktad zmiennych.
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5.8. Korelacje badanych wskaznikéw uszkodzenia nerek z wybranymi parametrami
klinicznymi i biochemicznymi (wiekiem, czasem trwania cukrzycy, wartoscia HbA;.
oraz stezeniami glukozy, CRP i lipidow w surowicy)

W badanej grupie chorych z T2DM wykazano dodatnie zaleznosci miedzy stezeniami
cystatyny C i uPAR w surowicy a wiekiem pacjentdw. Stezenia uromoduliny w surowicy
korelowaty z kolei ujemnie z wiekiem. Stabg dodatnig korelacj¢ z wiekiem pacjentow
obserwowano réwniez dla wskaznika uL-FABP/UCr. Szczegdétowe podsumowanie
wymienionych zalezno$ci przedstawia Tabela 26.

Czas trwania cukrzycy wykazywat jedynie stabg korelacje ze stezeniami 1IgG w moczu
(R=0,20; p=0,045).

Stopien wyrownania cukrzycy okreslony za pomocg stezenia HbA;. korelowat
dodatnio ze stezeniem NGAL w moczu i wskaznikiem UNGAL/uUCr, wskaznikiem uKIM-
1/uCr, st¢zeniami IgG i transferyny w moczu oraz uPAR w surowicy (Tabela 26).

Obserwowano ponadto, dodatnig korelacje migdzy stezeniem L-FABP w moczu ze
stezeniami glukozy w surowicy pacjentow (R=0,21; p=0,016). Nie wykazano innych korelacji
ocenianych wskaznikow uszkodzenia nerek z odsetkiem HbA. i st¢zeniem glukozy na czczo
w badanej grupie chorych.

Stezenie CRP u badanych pacjentow z T2DM bylo dodatnio skorelowane ze
stezeniami SNGAL, UPAR i cystatyny C w surowicy, przy czym korelacja z uPAR byta
najsilniejsza, natomiast korelacja z cystatyng C staba. Wykazano takze stabe, lecz istotne
statystycznie dodatnie zaleznosci migdzy stgzeniem CRP w surowicy, a stezeniami biatek
wielkoczasteczkowych (IgG i transferyny) w moczu. Szczegotowe dane dotyczace tych

zalezno$ci podano w Tabeli 26.
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Tabela 26.

Korelacje badanych wskaznikow uszkodzenia nerek z wiekiem pacjentéw z T2DM, stopniem
wyréwnania cukrzycy wyrazonym stgzeniem HDbA;. oraz nasileniem stanu zapalnego
wyrazonym stezeniem CRP.

Parametr Wiek HbA . CRP
badany R . R . R .
UNGAL NS 0,25 0,011 NS
UNGAL/uCr NS 0,26 0,012 NS
SNGAL NS NS 0,46 <0,001
uKIM-1/uCr NS 0,24 0,023 NS
sUMOD -0,30 0,002 NS NS
uL-FABP/uCr 0,25 0,034 NS NS

ulgG NS 0,36 <0,001 0,24 0,021
UTRF NS 0,31 0,002 0,22 0,042
sCysC 0,59 <0,001 NS 0,25 0,046
uPAR 0,25 0,030 0,24 0,042 0,58 <0,001

NS — wyniki nieistotne statystyczne

Zaden z badanych wskaznikéw uszkodzenia nerek nie korelowat istotnie statystycznie

ze stezeniem cholesterolu catkowitego. Obserwowano natomiast szereg znamiennych

korelacji miedzy badanymi markerami uszkodzenia nerek a st¢zeniami cholesterolu LDL,

HDL i trojglicerydow w surowicy pacjentdw. Stezenie LDL-cholesterolu wykazywato stabg

ujemng korelacj¢ z UKIM1/uCr i stabg dodatnig korelacj¢ z sSUMOD. St¢zenie HDL-

cholesterolu korelowato ujemnie ze stezeniami SNGAL, uPAR i cystatyny C w surowicy oraz

L-FABP w moczu. St¢zenie tréjglicerydow korelowato ujemnie ze stezeniami uromoduliny
w surowicy i moczu oraz L-FABP w moczu, natomiast dodatnig zaleznos¢ obserwowano dla

tréjglicerydow i

przedstawiono w Tabeli 27.

UPAR w surowicy. Szczegotowe dane dotyczace tych zalezno$ci
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Tabela 27.

Korelacje badanych wskaznikow uszkodzenia nerek ze stezeniami cholesterolu LDL, HDL
i trojglicerydow w surowicy pacjentéw z T2DM.

Parametr LDL-cholesterol HDL-cholesterol Trojglicerydy
badany R > R b R b
SNGAL NS -0,26 0,022 NS
uKIM-1/uCr -0,20 0,048 NS NS
uuMOD NS NS -0,26 0,010
sUMOD 0,20 0,049 NS -0,23 0,022
uL-FABP NS -0,25 0,031 -0,30 0,011
sCysC NS -0,25 0,029 NS

uPAR NS -0,28 0,014 0,27 0,019

NS — wyniki nieistotne statystyczne

5.9. Wozajemne korelacje miedzy badanymi wskaznikami uszkodzenia nerek

W badanej grupie chorych z T2DM wykazano szereg korelacji pomiedzy badanymi
wskaznikami uszkodzenia nerek, zaleznosSci te przedstawiono w Tabeli 28. Stezenia biatek
wielkoczasteczkowych, tj. 1gG i transferyny w moczu korelowaly dodatnio ze soba
nawzajem, ze stezeniami UNGAL i uKIM-1 w moczu (takze po ich korekcie wobec stgzenia
kreatyniny w moczu) oraz ze st¢zeniami cystatyny C i UPAR w surowicy. Stezenia cystatyny
C i UPAR w surowicy byty do$¢ silnie dodatnio skorelowane. Ponadto, stezenia cystatyny C
i UPAR w surowicy korelowaty dodatnio ze stezeniami SNGAL w surowicy i moczu, a takze
ze wskaznikiem UNGAL/UCr. Ujemne zaleznosci obserwowano miedzy stgzeniem
uromoduliny w surowicy a sCysC oraz miedzy Stgzeniem uromoduliny w moczu a uPAR.
Wspotczynnik uL-FABP/UCr korelowat dodatnio ze wspotczynnikami UNGAL/UCr
i UKIM-1/uCr, jednak wydaje si¢, ze jest to zwigzane z wykorzystaniem stezen kreatyniny
wmoczu do obliczenia wszystkich wymienionych wspotczynnikOw, poniewaz nie
obserwowano korelacji uL-FABP z uNGAL i uKIM-1, a wykazana korelacja uL-FABP/uCr
zuKIM-1 byla ujemna. Obserwowano natomiast stabg dodatnig korelacje miedzy
wspotczynnikiem uL-FABP/UCT i stezeniem cystatyny C w surowicy.

Nie obserwowano istotnych statystycznie zaleznosci migdzy Stezeniami MMP-9

w surowicy oraz 2-mikroglobuliny i L-FABP w moczu a pozostatymi badanymi markerami.
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Tabela 28.

Istotne statystycznie (p<0,05) wzajemne korelacje miedzy badanymi wskaznikami
uszkodzenia nerek. Podano wspotczynniki korelacji rang Spearmana.

Parametr uUMOD |uL-FABP/uCr | ulgG UTRF sCysC uPAR
badany

UNGAL NS NS 0,36 0,25 0,25 0,23
UNGAL/uCr NS 0,33 0,31 0,23 0,26 0,32
uKIM-1 0,29 -0,28 0,40 0,32 NS NS

uKIM-1/uCr NS 0,23 0,42 0,34 NS NS

uuMOD - NS NS NS NS -0,26
sUMOD NS NS NS NS -0,29 NS

uL-FABP/uCr NS - NS NS 0,25 NS

ulgG NS NS - 0,69 0,33 0,30
uTRF NS NS 0,69 - 0,26 0,24
SNGAL NS NS NS NS 0,29 0,45
sCysC NS 0,25 0,33 0,26 - 0,53

NS — wyniki nieistotne statystyczne

5.10. Ocena zwigzku stosowanego leczenia z wartosciami badanych wskaznikow
uszkodzenia nerek w grupie pacjentow z T2DM

Nie zaobserwowano roznic dotyczacych pozioméw badanych wskaznikow
uszkodzenia nerek miedzy pacjentami przyjmujacymi statyny lub leki blokujace uktad renina-
angiotensyna-aldosteron w poréwnaniu z chorymi nieleczonymi wymienionymi lekami.

Istotne statystycznie réznice wykazano natomiast miedzy grupg chorych z T2DM
leczonych wytacznie doustnymi lekami hipoglikemizujacymi a grupg chorych wymagajacych
podawania insuliny. Stezenie uromoduliny w moczu oraz wartos$ci wskaznika uUMOD/uCr

byly wyraznie nizsze w grupie chorych leczonych insuling (Tabela 29).
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Tabela 29.

Istotne statystycznie roznice dotyczace ocenianych wskaznikow uszkodzenia nerek w grupie
chorych z T2DM leczonych doustnymi lekami hipoglikemizujgcymi i wymagajacych leczenia
insuling

Parametr badany Chorzy nieleczeni Chorzy leczeni p
insuling insuling

uUMOD, mg/I 7,74 (3,88-20,41) 4,88 (2,19-8,45) 0,026

uUMOD/uCr, mg/g 10,85 (4,32-21,89) 5,27 (1,47-10,02) 0,003

5.11. Porownanie pacjentdw w zaleznosci od obecnos$ci retinopatii i powiklan sercowo-
naczyniowych

Dane dotyczace powiktan cukrzycy w badanej grupie chorych z T2DM zgromadzono
w Tabeli 5 (Rozdziat 5.1).

Sposrod 85 pacjentdéw, dla ktérych byty dostgpne dane z badania okulistycznego,
retinopati¢ cukrzycowa zdiagnozowano u 14 (16%). Chorzy ze zdiagnozowang retinopatia
cukrzycowg charakteryzowali si¢ W wyzszymi st¢zeniami glukozy na czczo w poréwnaniu do
pacjentow bez retinopatii. Wiek, czas trwania cukrzycy oraz wyniki podstawowych badan
biochemicznych, w tym HbA;. i CRP nie rdoznily sig¢ istotnie statystycznie mi¢dzy grupami
chorych z i bez retinopatii.

Wsrod badanych markerow uszkodzenia nerek zwigzek z rozpoznaniem retinopatii
wykazano jedynie dla wskaznika uUMOD/uCr (obserwowano nizsze wartosci u chorych z
retinopatig) ist¢zen L-FABP w moczu (obserwowano wyzsze stezenia U chorych z

retinopatig). Roznice te przedstawiono na Rycinie 11.
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Rycina 11.

Istotne statystycznie r6znice migdzy chorymi z rozpoznang retinopatig cukrzycowsa a chorymi
bez retinopatii dotyczace glikemii (a), wskaznika uUMOD/uCr (b) oraz stezen L-FABP
w moczu (c). Dane na rycinach przedstawiono jako mediang, zakres mie¢dzykwartylowy
(ramka), zakres warto$ci nieodstajgcych (wasy) | wartosci odstajace (punkty).

W badanej grupie 117 chorych z T2DM, co najmniej jedno powiktanie sercowo-
naczyniowe zdiagnozowano u 39 osob (33%), w tym chorobe¢ niedokrwienng serca u 19
(16%), miazdzyc¢ uogolniong u 19 (16%) i niewydolnos¢ serca u 5 (4%). Dwunastu
pacjentéw (10%) przebyto ostry zespot wiencowy, a cztery (3%) osoby udar lub przejsciowy
napad niedokrwienny (Tabela 5).

Przeanalizowano roéznice miedzy pacjentami ze zdiagnozowanymi powiktaniami
sercowo-naczyniowymi, a pacjentami bez rozpoznanych chordb sercowo-naczyniowych.
Pacjenci z powiktaniami sercowo-naczyniowymi byli starsi, a czas trwania cukrzycy byt u
nich dhuzszy (Rycina 12). Obecno$¢ powiklan sercowo-naczyniowych wigzala si¢ z
wyzszymi stezeniami trojglicerydéw w surowicy (Rycina 13). Rozpoznanie choroby sercowo-
naczyniowej wigzato si¢ z wyzszymi wartoSciami wskaznika UACR oraz z nizszymi
warto$ciami eGFR szacowanymi zardwno w oparciu o stezenia kreatyniny, jak i cystatyny C
w surowicy (Rycina 13).

Wsrod badanych wskaznikow uszkodzenia nerek istotne réznice miedzy chorymi z i
bez rozpoznania choréb sercowo-naczyniowych wykazywalty wartosci wskaznika UKIM-
1/uCr oraz stezenia UPAR i cystatyny C w surowicy, ktére byly wyzsze u pacjentow
z rozpoznaniem choroby sercowo-naczyniowej (Rycina 14). Z kolei stgzenie uromoduliny

W surowcicy byto nieznacznie nizsze u chorych z powiktaniami sercowo-naczyniowymi.
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Rycina 12.

Istotne statystycznie rdéznice miedzy chorymi z rozpoznanymi chorobami sercowo-
naczyniowymi (CV) a chorymi bez powiktan sercowo-naczyniowych dotyczace wieku (a)
i czasu trwania cukrzycy (b). Dane na rycinach przedstawiono jako mediang, zakres
miedzykwartylowy (ramka), zakres warto$ci nieodstajacych (wasy) I wartosci odstajgce

(punkty).
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Istotne statystycznie réznice miedzy chorymi z rozpoznanymi
naczyniowymi (CV) a chorymi bez powiktan sercowo-naczyniowych dotyczace wskaznika
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chorobami

Sercowo-

filtracji kil¢buszkowej 0szacowanego w oparciu 0 stgzenie kreatyniny w surowicy (a)

i stezenie cystatyny C w surowicy (b), wskaznika UACR (c) oraz st¢zenia trojglicerydow
w surowicy (d). Dane na rycinach przedstawiono jako mediang, zakres miedzykwartylowy

(ramka), zakres warto$ci nieodstajgcych (wasy) | wartosci odstajace (punkty).
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Istotne statystycznie rdéznice miedzy chorymi z rozpoznanymi
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Sercowo-

naczyniowymi (CV) a chorymi bez powiktan sercowo-naczyniowych dotyczace stgzenia
NGAL w moczu (a), wskaznika uKIM-1/uCr (b) oraz stezen uPAR (c), uromoduliny (d)
i cystatyny C w surowicy (e). Dane na rycinach przedstawiono jako mediane, zakres
miedzykwartylowy (ramka), zakres warto$ci nieodstajacych (wasy) I wartosSci odstajgce

(punkty).
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6. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

6.1. Podsumowanie wynikow

Badaniem objeto tacznie 117 dorostych chorych z T2DM, dobrze kontrolowang
(HbAi. <7%) u ok. 60% pacjentow oraz z typowymi dla tej grupy chorobami
wspolistniejacymi (nadci$nienie, choroba niedokrwienna serca). U zdecydowanej wigkszosci
badanych (98%), wielko$¢ wskaznika eGFR miescita sic >45 ml/min/1,73m?, natomiast
wartos¢ UACR <30 mg/g obserwowano u prawie 80% chorych. Mediana czasu od
rozpoznania T2DM dla grupy wynosita 6 lat, jedynie 12% chorych stanowili pacjenci ze
swiezo wykrytg cukrzyca.

U  wszystkich  pacjentow  oceniono  nasilenie  albuminurii  metoda
immunoturbidymetryczng oraz charakter biatkomoczu za pomoca elektroforezy SDS-PAGE.
Dodatkowo, oznaczono st¢zenia wybranych biatek specyficznych w moczu: UNGAL,
uKIM-1, ulgG, uTRF, uL-FABP, uUMOD, uf2M oraz w surowicy: sCysC, sUMOD, uPAR,
SMMP-9. U blisko 1/5 chorych w rozdziale elektroforetycznym biatek moczu nie wykryto
obecnosci biatka, a u ok. 62% badanych obserwowano jedynie $§ladowg obecno$é albuminy,
natomiast biatkomocz kiebuszkowy lub kiebuszkowo-cewkowy zdiagnozowano u 18%
chorych. W badanej grupie nie obserwowano typowych biatkomoczy cewkowych.

Wyniki elektroforezy biatek moczu byly dobrze skorelowane z ocenag albuminurii tj.
ze stezeniem albuminy w moczu i wartoscig uUACR, chociaz w przypadku pojedynczych
pacjentow nie uniknigto drobnych rozbiezno$ci w ocenie biatkomoczu w oparciu
0 zastosowane metody. W toku badania wykazano szereg interesujacych zwigzkéw miedzy
nasileniem albuminurii i biatkomoczu, a st¢zeniami biatek specyficznych mierzonych
w moczu chorych (UKIM-1, uNGAL, ulgG i uTRF, stabsze zwigzki z uUMOD i uL-FABP).
Dodatkowo, obserwowano dodatnie korelacje migdzy uACR, a stezeniem sCysC i uPAR
w surowicy chorych. W ocenie wynikow elektroforezy biatek moczu zwrdcono uwage na
obecnos¢ prazka uromoduliny (biatka Tamma-Horsfalla) u ok. 1/3 badanych pacjentow,
najczesciej ze §ladowa albuminurig. W tej podgrupie pacjentow obserwowano takze wyzsze
stezenia uUUMOD mierzone metodg immunoenzymatyczng. Chorzy ci charakteryzowali si¢
wyzszymi st¢zeniami sUMOD oraz nizszymi st¢zeniami sNGAL i uPAR w surowicy oraz
nizszymi st¢zeniami biatek specyficznych w moczu (ulgG, uKIM-1 i uL-FABP po korekcie

na stezenie kreatyniny w moczu).
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W podgrupach pacjentéw wyodrebnionych w oparciu o rutynowo stosowang oceng
wyliczania eGFR opartg o st¢zenie kreatyniny w surowicy obserwowano roznice dotyczace
stezen sUMOD 1 sCysC, natomiast nie wykazano réznic dotyczacych stezen biatek
specyficznych w moczu. Jedynie stezenia uKIM-1 korelowaly ujemnie z wielkosciag eGFR
(CKD-EPI¢;). Nie wykazano zwigzku migdzy uACR 1 rodzajem biatkomoczu
w elektroforezie a eGFR wg. CKD-EPlI¢,, natomiast obserwowano ujemng korelacj¢ mi¢dzy
UACR a eGFR oszacowanym na podstawie st¢zenia cystatyny C. Wykazano tez ujemne
korelacje eGFR (CKD-EPI¢ysc) z ulgG i uTRF oraz sSUMOD, uPAR i SNGAL.

W badanej grupie obserwowano jedynie nieliczne zwigzki ocenianych markerow
biochemicznych z wiekiem chorych (sCysC, sUMOD, uPAR i uL-FABP) i czasem trwania
cukrzycy (ulgG). Wykazano wazne zalezno$ci migdzy stopniem wyrdéwnania cukrzycy
a rodzajem biatkomoczu w ocenie elektroforetycznej, eGFR (CKD-EPl¢,), stezeniem uPAR
W surowicy i stezeniami biatek w moczu: uNGAL, uKIM-1, ulgG i uTRF. Stgzenia sCysC,
uPAR i1 sSNGAL w surowicy oraz ulgG i uTRF w moczu skorelowane byty ze stezeniem CRP
W surowicy, przy czym nalezy zaznaczyC, ze u badanych pacjentéw nie obserwowano
nasilonej odpowiedzi zapalnej organizmu (mediana CRP wynosita 3 mg/l). Wykazano
natomiast, szereg korelacji badanych biatek specyficznych (sCysC, uPAR, sUMOD i sNGAL
w surowicy; uKIM-1, uUMOD i uL-FABP w moczu) z nasileniem dyslipidemii.

Oceniono zwigzki miedzy wynikami badan laboratoryjnych, a obecnoscig powiktan
cukrzycy tj.: retinopatii i powiktan sercowo-naczyniowych. Grupa chorych ze zdiagnozowana
retinopatig byta mato liczna (jedynie 14 oséb), jednak wykazano u tych chorych wyzsze
stezenia uL-FABP 1 wyzsze wartosci uUMOD/uCr w poréwnaniu do pacjentow bez
retinopatii. Chorzy z powiklaniami sercowo-naczyniowymi byli rowniez starsi w poréwnaniu
do osob bez takich powiktan, a czas trwania cukrzycy byl u nich dluzszy. W tej grupie
obserwowano takze nizsze warto$ci eGFR (szacowanego zardwno w oparciu o stgzenia
kreatyniny, jak i cystatyny C), wyzsze wartosci uACR, wyzsze stezenia trojglicerydéw, uPAR

i sUMOD w surowicy oraz wyzsze wartosci wskaznika uKIM-1/uCr w moczu.

6.2.  Fenotypy uszkodzenia nerek w cukrzycy

Konstelacja zmian strukturalnych w obrebie nerek obserwowana W przebiegu
cukrzycy jest bardzo charakterystyczna, jednak poszczegdlne jej elementy, ktore sktadajg sie
na obraz histopatologiczny CChN mogg rowniez wystepowaé pojedynczo w innych
schorzeniach. W przebiegu T1DM stwierdza si¢ m.in. pogrubienie blony podstawnej

kiebuszkow nerkowych oraz ekspansj¢ mezangium. Zmiany morfologiczne obejmujg roéwniez
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cewki, srodmigzsz oraz tetniczki nerkowe. Klasyfikacja histopatologiczng, ktora stuzy do
oceny zmian strukturalnych w CChN, jest klasyfikacja Tervaerta [3]. Jest ona jednak
skoncentrowana na okresleniu nieprawidlowosci dotyczacych kiebuszkow nerkowych.
Wydaje si¢ wiec, ze bardziej uzyteczny klinicznie podziat uszkodzenen obserwowanych
w przebiegu CChN zaproponowatl Fioretto i wsp. [67]. Do swojego badania zakwalifikowat
34 chorych z prawidltowa funkcjg filtracyjng nerek (eGFR w oparciu o st¢zenie kreatyniny
w surowicy 101+27 ml/min/1,73m?) oraz zwickszonym wydalaniem albuminy z moczem. Na
podstawie uzyskanych wynikéw badania histopatologicznego, Fioretto i wsp. [67] podzielili
chorych na 3 grupy: (1) z prawidtowym obrazem lub tylko niewielkimi nieprawidtowosciami
strukturalnymi w obrebie klebuszka nerkowego oraz $rodmigzszu (29,4% badanych), (2)
chorych ze zmianami gtéwnie dotyczacymi kiebuszkéw, typowymi dla CChN (29,4 %) oraz
grupe (3), u ktdrej uszkodzenie nerek uznano za atypowe, tzn. obserwowano prawidtowy
kiebuszek nerkowy lub tylko niewielkie uszkodzenie, natomiast stwierdzano istotne
nieprawidlowosci dotyczace pozostatych struktur, w zakresie: a) cewek w postaci ich atrofii
lub pogrubienia blony podstawnej lub zwldknienia §rddmigzszu; b) tetniczek nerkowych —
zaawansowana hialinoza zwigzana ze zmianami miazdzycowymi w obrebie duzych naczyn
lub catkowita sklerotyzacja ktgbuszka bez zmian w obrebie mezangium . Grupa ta stanowita
blisko 41,2% badanych.

W badaniu Fioretto i wsp. [67] grupa (1), w ktdrej nie stwierdzano zmian
strukturalnych, sktadata si¢ z chorych najmtodszych, z najkrocej trwajaca cukrzyca oraz
z prawidtowa funkcja filtracyjna nerek (eGFR 111 ml/min/m?), jednak ze zwickszonym
wydalaniem albuminy. Z kolei pacjenci, u ktérych w badaniu histopatologicznym nerki
stwierdzano zmiany typowe dla CChN (2) byli starsi od chorych z pozostatych grup, najdtuzej
chorowali na cukrzyceg, mieli nizsza wartos¢ wskaznika eGFR oraz najwigksza utratg
albuminy z moczem. Chorzy z grupy (3) charakteryzowali si¢ najmniejszym AER
I prawidlowa funkcjg filtracyjna.

Zestawienie uzyskanych w pracy wynikéw wiasnych autorki dotyczacych grup
chorych wyodrebnionych na podstawie badania elektroforezy biatek moczu z wynikami
badania Fioretto i wsp. [67] pozwala przypuszczaé, ze podzial chorych wg rodzaju
biatkomoczu czesciowo odzwierciedla obraz histopatologiczny uzyskany w trakcie biopsji
nerek pacjentdw z T2DM. Odpowiednio, wyznaczone przez autorke¢ grupy: BB i A
odpowiadaja grupie (1) wg. Fioretto i wsp. [67], natomiast grupa K odpowiada grupie (2).
W opraciu o uzyskane w pracy wyniki badania elektroforezy oraz stgzenia biatek

specyficznych oznaczanych w moczu nie wskazano natomiast chorych, ktérych wyniki
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pozwolityby na wykazanie ci¢zkiego uszkodzenia $§rodmigzszu bez zmian w obrebie
ktebuszkéw nerkowych, obserowanych w grupie (3) wg. Fioretto i wsp. [67]. Jedym
z wyjasnien moze by¢ fakt, ze wymienione powyzej zmiany wykazane w badaniu Fioretto
i wsp. [67] byly obserwowane u chorych ze znacznie niewyréwnang cukrzyca (HbAj. 8,5
+1,3) podczas, gdy grupa badana przez autork¢ pracy charakteryzowata si¢ w wigkszoSci
dobrym wyréwnaniem cukrzycy. Prawdopodne rozbieznosci migdzy wynikami autorki i praca
Fioretto i wsp. [67] mozna rowniez probowaé wyjasni¢ tym, ze uszkodzeniu $rodmigzszu
wykrywanemu u chorych z T2DM (grupa (3) wg. Fioretto i wsp.) nie zawsze towarzyszyt
biatkomocz drobnoczgsteczkowy lub wydalanie z moczem Dbialek specyficznych
charakterystycznych dla uszkodzenia cewek. Fioretto i wsp. [67] nie oceniali wydalania
zmoczem biatek drobnoczasteczkowych, nie wiadomo wigc, w jakim stopniu
drobnoczasteczkowy (cewkowy) biatkomocz towarzyszyl opisywanym przez nich zmianom
histopatologicznym.

Postugujac si¢ klasyfikacjg Tervaerta [3] oraz podzialem dokonanym przez Fioretto
iwsp. [67], grupa badaczy Yamanouchi i wsp. [68] dokonata retrospektywnej analizy
wynikow badania histopatologicznego biopsji nerek u chorych z T2DM czerpiagc dane
z krajowego rejestru biopsji. Yamanouchi i wsp. [68] oddzielenie oceniali uszkodzenie
kigbuszkdw, $rodmigzszu (IFTA), nasilenie procesu zapalnego oraz rodzaj uszkodzenia
naczyn krwionosnych (hialinoza arterioli oraz zmiany arteriosklerotyczne). Zakwalifikowani
do badania chorzy z eGFR ponizej >60 ml/min/1,73m? zostali podzielni na dwie grupy: bez
biatkomoczu (UACR <300 mg/g; grupa liczyta 82 osoby, z czego u 63 obserwowano
umiarkowanie zwigckszone wydalanie albuminy) oraz pacjentéw z biatkomoczem (uACR >
300 mg/g). W badaniu Yamanouchi i wsp. [68] 62% chorych bez biatkomoczu nalezato do
kategorii (1) wg kryteriow zaproponowanych przez Fioretto i wsp. [67], natomiast w$rdd oséb
z biatkomoczem bylo to 17% chorych. W grupie z biatkomoczem dominowato uszkodzenie
typowe dla CChN - opisano je w 66% przypadkéw. Co istotne, w grupie chorych bez
biatkomoczu (53% pacjentéw) i z niewielkim uszkodzeniem struktur kigbuszka dominowato
niewielkie uszkodzenie $rédmigzszu pod postacig zwidknienia i atrofii cewek (IFTA 1),
natomiast w grupie z jawnym bialkomoczem mozna bylo zaobserwowaé wickszy odsetek
chorych z bardziej zaawansowanymi zmianami $rédmiazszu (IFTA 2 u 23 vs. 37%; IFTA 3
u 13 vs. 37% tych chorych) [68].

W  przeprowadzonym przez autork¢ badaniu biatkomocz drobnoczasteczkowy
wykrywany w elektroforezie bialek moczu towarzyszyt biatkomoczowi ktgbuszkowemu, nie

obserwowano przypadkéw biatkomoczu cewkowego bez jednoczesnego biatkomoczu
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ktebuszkowego. Wydalanie z moczem bialek specyficznych charakterystycznych dla
uszkodzenia cewek nerkowych (UNGAL, uKIM-1) towarzyszylo zwigkszonej albuminurii
oraz zwigkszonemu wydalaniu IgG i transferyny, sugerujac, ze uszkodzenie cewek
towarzyszy w T2DM uszkodzeniu klebuszkow nerkowych. Analiza wynikéw
histopatologicznych dokonana przez Yamanouchi i wsp. [68] znajduje dobre odzwierciedlenie
w wynikach uzyskanych przez autorke pracy. Stwierdzono wyzsze stezenie biatek
specyficznych bedacych wskaznikami uszkodzenia cewek w grupach pacjetow, u ktorych
obserwowano zwigkszone wydalanie albuminy oraz bardziej zaawansowane uszkodzenie
bariery filtracyjnej ktgbuszka. Wyniki Yamanouchi i wsp. [68] lepiej wspotgraja w wynikami

uzyskanymi w niniejszej pracy w poréwnaniu do opisywanego raportu Fioretto i wsp. [67].

6.3. Zwiazek miedzy wielkos$cia albuminurii i rodzajem bialkomoczu a stezeniami
badanych bialek specyficznych

W oparciu o wnioski zawarte w pracach Fioretto i wsp. [67] oraz Yamanouchi i wsp.
[68], w ciggu ostatnich lat w patogenezie CChN zaczgto roéwniez uwzgledniaé uszkodzenie
cewek. Rola cewki proksymalnej, zwigzana z jej zaangazowaniem w odpowiedz zapalng
I proces zwloknienia toczace si¢ w §rodmigzszu, po raz pierwszy opisane ZOstaly W pracy
Zoja i wsp. [69], ktorzy wykazali, ze biatka surowicy przefitrowane w kigbuszku aktywowaty
wydzielanie endoteliny-1 w tej cze$ci nefronu. W przypadku cukrzycy do gtéwnych
czynnikdw odpowiedzialnych za uszkodzenia cewek nalezg zaawansowane produkty glikacji
biatek oraz hiperglikemia. Glikowana albumina poprzez zwigkszong ekspresje genu p65
i nasilong ekspresj¢ czynnika jadrowego NFkB, a takze aktywacj¢ szlakow sygnatowych,
miedzy innymi kinazy MAP, prowadzi do uwalniania cytokin prozapalnych (w tym
interleukiny 8), a takze zwigkszonej ekspresji molekut adhezyjnych, m.in. czasteczki adhezji
miedzykomoérkowej 1 (ICAM-1), co powoduje naciek $roédmigzszu przez komorki zapalne
[69]. Kolejnym czynnikiem uszkadzajacym cewki jest hiperglikemia. W przeprowadzonych
eksperymentach in vitro wykazano, ze eckspozycja komodrek cewki proksymalnej na
zwigkszone stezenie glukozy powoduje zwigkszong ekspresj¢ substancji, ktore prowadza do
uruchomienia odpowiedzi zapalnej (interleukina 6, CCL2 - CC chemokine ligand 2),
nasilenia procesu witoknienia (TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu beta) oraz
angiogenezy (VEGF — naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu) [70].

Uszkodzenie cewki proksymalnej, zwigzane z upo$ledzonym usuwaniem biatek
przesaczonych w kigbuszku z moczu pierwotnego, moze réwniez odgrywaé role

w patogenezie albuminurii. Zostalo to zauwazone pod koniec lat 80. XX wieku dzigki
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obserwacjom klinicznym prowadzonych u pacjentéw z T1DM o stosunkowo krétkim okresie
przebiegu choroby [71]. W powyzszym badaniu wykazano zaleznos$ci pomi¢dzy nasileniem
wydalania albuminy a markerami uszkodzenia cewek. Na podstawie tego odkrycia stworzono
wiele modeli zwierzecych majacych na celu wyjasnienie mechanizmu lezacego u podstaw
uszkodzenia cewek. Tojo i wsp. [72] wykazali, ze u szczurébw z cukrzycg wywolang
streptozotocyng obserwuje si¢ mniejsze wchlanianie zwrotne albuminy w cewkach
proksymalnych w poréwnaniu z grupa kontrolng. Mozna to czesciowo wyjasni¢ zmniejszong
endocytoza albuminy spowodowang zmniejszong ekspresja megaliny. W kolejnych badaniach
nie potwierdzono juz znaczgcej réznicy w wielkosci wspolczynnika przepuszczalno$ci
ktebuszkowej migdzy szczurami z cukrzyca, a szczurami z grupy kontrolnej, stad nadmierne
wydalanie albuminy z moczem przypisano defektowi cewki proksymalnej.

Cickawym podejsciem byto badanie przeprowadzone przez Russo i wsp. [73], ktore
dostarczyto nowych informacji na temat udzialu cewki proksymalnej w wydalaniu albuminy
z moczem. W swojej pracy Russo i wsp. [73] wykazali znacznie wyzsza warto$¢ tzw.
wspotczynnika przesiewu kigbuszkowego albuminy (glomerular-sieving coefficient; GSC)
dla albuminy u szczuréw (0,034), u ktérych nie obserwowano biatkomoczu. Russo i wsp. [73]
stwierdzili rowniez, ze duza ilo$¢ filtrowanej albuminy zostata poddana procesowi szybkiego
odzyskiwania przez mechanizm transcytozy, natomiast niewielka czgs¢ albuminy
wykazujacej zmiany strukturalne zostata przetransportowana do lizosomow, gdzie zgodnie
z klasycznym modelem byta rozktadana do reszt aminokwasowych i w takiej postaci wracata
do krazenia. Jak wykazali Dickson i wsp. [74], defekt cewki proksymalnej w zakresie
resorbcji albuminy oraz uszkodzenie bariery filtracyjnej kiebuszka nie wykluczaja si¢
wzajemnie 1 sg potencjalnie wspotodpowiedzialne za zwigkszone wydalanie albuminy na
wczesnym etapie CChN.

Kolejnym ogniwem taczacym uszkodzenie kigbuszka nerkowego i cewek moze by¢
toksyczne dziatanie biatkomoczu. Uszkodzenie cewek proksymalnych mozemy stwierdzi¢ za
pomoca wskaznikéw funkcjonalnych uszkodzenia cewek, mianowicie oceniajgc wydalane
zZ moczem biatka drobnoczasteczkowe, ktore sa swobodnie filtrowane przez kigbuszek,
a nastgpnie w warunkach fizjologicznych wychwytywane przez komorki cewki blizszej
(w przypadku dysfunkcji resorpcji przez cewke proksymalna, ich stezenie w moczu wzrasta)
lub oceniajac  wydalanie z moczem wskaznikéw = strukturalnych pochodzacych
z uszkodzonych cewek. Biatka o malej masie czasteczkowej mogg wspotzawodniczy¢
z albuming o resorpcje¢ w cewce blizszej i to takze moze by¢ przyczyng ich zwigkszonego

wydalania z moczem [70].
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Jednym z istotnym wskaznikow uszkodzenia cewki proksymalnej, bedacym markerem
strukturalnym, jest KIM-1. Zalezno$¢ pomi¢dzy wzrostem stezenia UKIM-1/Cr, a wielko$cig
biatkomoczu w grupie chorych z T2DM byla analizowana w aspekcie patofizjologicznym
przez Conwaya i wsp. [36], ktdrzy tlumaczyli obserwowawny wzrost ste¢zenia KIM-1
w moczu efektem toksycznego dziatania biatkomoczu na cewke proksymalng. Conway i wsp.
[36] uznali rowniez, ze jest to wskaznik aktywnego uszkodzenia. Z kolei, jak podkresla
W swojej pracy Yang i wsp. [75], rola jaka odgrywa uKIM-1 w czasie uszkodzenia cewki
proksymalnej zalezy od charakteru uszkodzenia: w przypadku ostrego uszkodzenia petni on
funkcje receptora, ktory ulatwia fagocytozg¢ komorek apoptotycznych, natomiast stata
aktywacja ekspresji KIM-1 jaka ma miejsce w przypadku procesu przewlektego moze
prowadzi¢ do zwidknienia §rddmiazszowego.

Kolejnym waznym wskaznikiem nalezacym do grupy markerow funkcjonalnych jest
NGAL. Bolingnano i wsp. [46] wykazali, ze zwigkszonemu stezeniu NGAL w moczu
towarzyszy zwigkszone wydalanie biatka. Uznali, ze moze to wynika¢ zaréwno z uszkodzenia
bariery filtracyjnej, jak roéwniez z uposledzenia resorpcji kanalikowej spowodowanej
wysyceniem uktadu megalina-kubulina, innymi biatkami filtrowanymi w nadmiarze do
moczu. Ponadto, obecnos¢ biatek osocza w $wietle cewek moze powodowac aktywacje
alternatywnej drogi uktadu dopetniacza, co prowadzi do apoptozy ich komorek, a zwigkszenie
produkcji NGAL w moczu moze by¢ zwigzane z jego wilasciwosciami hamujacymi proces
apoptozy zainicjowany przez dopetniacz.

Wykazane przez autorke zalezno$ci pomigdzy obrazem uzyskanym w badaniu
elektroforezy biatek moczu a wybranymi wskaznikami uszkodzenia cewek sa zgodne
z opisanymi doniesieniami dotyczgcymi istotnej roli cewki proksymalnej w patogenezie
cukrzycy oraz wnioskami, jakie ptyng z prac Conwaya i wsp. [36], Bolignano i wsp. [46]
i Yanga i wsp. [75].

W badaniu wtasnym autorki, w grupie u chorych ze stwierdzonym ,,$ladem albuminy”
w badaniu elektroforezy biatek moczu (mediana uACR 5 mg/g), st¢zenie zar6wno uKIM-1,
jak 1 uNGAL bylo wyzsze niz w grupie bez bialkomoczu, przy czym roéznica dotyczaca
NGAL nie byla istotna statystycznie. Ponadto w badaniu moczu stwierdzano obecno$¢ IgG
i transferyny, czyli biatek, ktore moga by¢ traktowane przede wszystkim jako wskazniki
uszkodzenia bariery filtracyjnej. W przypadku grupy chorych z biatkomoczem kiebuszkowym
(mediana uACR 57,5 mg/g) stwierdzono znacznie wyzsze st¢zenia uKIM-1 oraz NGAL
W odniesieniu do dwoch pozostatych grup, a takze wigksza liczbe chorych ze zwigkszonym

wydalaniem 1gG i transferyny, co sugeruje wigkszy stopien zaawansowania uszkodzenia
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catego nefronu. Potwierdzajg to rowniez wyniki oznaczen uromoduliny. Stwierdzono m.in.,
ze stezenie uromoduliny w moczu bylo istotnie statystycznie wyzsze w grupie pacjentoOw ze
»$ladem albuminy” w badaniu elektroforetycznym w odniesieniu do chorych z biatkomoczem
kiebuszkowym. Jest to zgodne z obserwacjami Garimella i wsp. [76], ktorzy wykazali, ze
stezenie uromoduliny w moczu koreluje ujemnie z ACR. Rowniez Prujim i wsp. [30] uznali,
ze uromodulina powinna by¢ rozpatrywana jako marker prawidtowej aktywnosci cewek.

Przeprowadzona analiza i dyskusja uzyskanych zalezno$ci pomiedzy grupami
wyodrgbnionymi w oparciu o wielko$¢ wskaznika uACR, a stezeniem biatek specyficznych
W moczu przemawia za istotng rolg uszkodzenia cewki proksymalnej w patogenezie
cukrzycy. Grupy z prawidtowym i zwigkszonym wydalaniem albuminy nie r6znity si¢ istotnie
pod wzgledem wieku, BMI oraz czasu trwania cukrzycy. Nie stwierdzano takze rdznicy
w odniesieniu do stezenia kreatyniny oraz wartosci wskaznika filtracji kigbuszkowej
oszacowanego przy jej uzyciu. Istotne statystycznie roznice migdzy grupami chorych
wyroznionymi ze wzgledu na warto$¢ uACR dotyczyty natomiast, tak jak w przypadku grup
wyodrebnionych na podstawie wyniku elektroforezy biatek moczu, stezen NGAL w moczu
oraz wskaznikow uNGAL/Cr i uKIM/Cr, a takze wskaznika uL-FABP/Cr (ostatniej
zaleznosci nie wykazano w przypadku podziatu wg. obrazu elektroforezy). Stwierdzono takze
dodatnie korelacje powyzszych wskaznikow ze wskaznikiem uACR. Stezenie UNGAL
W moczu, a takze wyzsze wartosci wskaznikow uNGAL/Cr, uKIM1/Cr, uL-FABP/Cr
w grupie ze zwigkszonym wydalaniem albuminy oraz obserwowane korelacje wskazuja na
uszkodzenie zaréwno cewki proksymalnej, jak i dystalnej w tej grupie chorych i potwierdzaja
obserwacje z omawianych powyzej prac Conwaya i wsp. [36] oraz Bolignano i wsp. [48],
a w przypadku uL-FABP/Cr z opracowania Kamijo-lkemori i wsp. [55].

Podobnie, jak w przypadku podziatu chorych dokonanego na podstawie wynikow
elektroforezy biatek moczu, grupy chorych z prawidtowym i zwigkszonym wydalaniem
albuminy roznily si¢ czgstoscig wykrywania w moczu transferyny i 1IgG. W grupie chorych,
w ktdrej wskaznik uACR miescit si¢ ponizej 30 mg/g, rzadziej stwierdzano w badaniu moczu
obecnos¢ obu biatek. Podobne spostrzezenia w swoim badaniu w odniesieniu do transferyny
wykazali Kanauchi i wsp. [41], ktorzy analizujac wyniki 45 chorych z T2DM, podzielili
chorych na 3 grupy: (1) osoby z prawidlowym wydalaniem albuminy, (2) ze zwigkszonym
wydalaniem albuminy, ale bez zmian w zakresie kompartmentu cewkowo-srodmigzszowego
oraz (3) z obecno$cig powyzszych zmian w badaniu histopatologicznym wycinkdw
pobranych w trakcie biopsji gruboigtowych. Wydalanie transferyny z moczem wzrastato wraz

ze wzrostem wydalania albuminy i byto najwicksze w grupie, w ktorej stwierdzono zmiany
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strukturalne w obrebie cewek. Na podstawie tych wynikoéw Kanauchi i wsp. [41] uznali, ze
transferyna moze posredniczy¢ w toksycznym uszkodzeniu cewki, a co za tym idzie, moze
nasila¢ zmiany w obrgbie cewek i srddmiagzszu. Wykazano rowniez, ze wydalanie transferyny
jest wieksze u chorych na cukrzyce w grupie z prawidtowym wydalaniem albuminy
z moczem w odniesieniu do grupy kontrolnej [41,77], a nawet jest czynnikiem predykcyjnym
rozwoju mikroalbuminurii w tej grupie [78].

W przypadku 1gG, wydalanie z moczem, jest podobnie jak w przypadku transferyny
wicksze u pacjentdow z cukrzyca w poréwnaniu z grupa kontrolng, dotyczy to réwniez
chorych bez mikroalbuminurii [79,42]. Ponadto, wydalanie 1gG z moczem u chorych na
cukrzyce z normoalbuminurig jest czynnikiem predykcyjnym rozwoju zwigkszonego
wydalania albuminy, a takze koreluje z wydalaniem transferyny [42].

W badaniach wiasnych autorki obserwowano chorych z umiarkowanie podwyzszong
albuminurig i rownocze$nie zwigkszonym wydalaniem IgG i transferyny z moczem. W pracy
autorki stwierdzono nie tylko réznice w stezeniach wskaznikow uszkodzenia nerek pomiedzy
grupami  wyodrebnionymi na podstawie wskaznika ACR, ale réwniez w grupie
z prawidlowym wydalaniem albuminy obserwowano podwyzszone stezenie NGAL oraz
KIM-1 w moczu w odniesieniu do stezenia powyzszych markerow w grupach kontrolnych
[49,80]. Trudno$ci w zakresie jednoznacznej interpretacji powyzszych wynikow mogg by¢
zwigzane z faktem, ze dla opisywanych wskaznikoéw nie pojawity sie dotychczas w literaturze

normy wyznaczone dla populacji oséb zdrowych.

6.4. Fenotyp CChN bez zwi¢kszonej albuminurii; zwiazki badanych bialek z eGFR
ocenianym na podstawie stezen kreatyniny i cystatyny C w surowicy

Do niedawna CChN rozpatrywana byta jedynie jako stan charakteryzujacy si¢ liniowa
progresja biatkomoczu, ktéremu towarzyszy utrata funkcji filtracyjnej przez nerke. Aktualnie
dostepnych jest wiele dowodOw na to, ze do schylkowej niewydolno$ci nerek u pacjenta
Z cukrzycg moze dochodzi¢ rowniez bez wzrostu wydalania albuminy. Waznych informacji
w tym zakresie dostarczaja badania prowadzone przez Krolewskiego i wsp. [5], ktore
obejmowaty chorych z T1DM, zaréwno z prawidlowym (595 pacjentow), jak i ze
zwickszonym wydalaniem albuminy z moczem (513 chorych). W okresie 4-10 lat
obserwacji, wykonywano u tych pacjentow pomiary st¢zenia kreatyniny i cystatyny C
w surowicy w celu oceny zmian funkcji filtracyjnej nerek w czasie. Na podstawie uzyskanych
wynikow, chorych podzielono na grupy: pacjentow ze stabilng czynnoscig nerek; chorych ze

spadkiem eGFR mniejszym niz 3,3% rocznie oraz pacjentow, u ktorych obserwowany spadek
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funkcji filtracyjnej nerek byt wigkszy niz 3,3% w ciggu roku. W grupie chorych
z prawidtowym wydalaniem albuminy u ok. 10% stwierdzono znaczny spadek funkcji
filtracyjnej wedlug powyzej przyjetych kryteriow, a w grupie chorych ze zwigkszonym
wydalaniem albuminy, znaczny spadek GFR dotyczyt juz 32% chorych. Na podstawie
powyzszych obserwacji Krolewski i wsp. [5] zaproponowali nowy paradygmat dotyczacy
CChN, ktérym jest postepujace uposledzenie funkcji filtracyjnej nerek rozpoczynajace si¢ juz
u chorych z prawidlowym eGFR i naktadajace si¢ na proces nieprawidtowego wydalania
albuminy. Wielko$¢ albuminurii moze zmienia¢ si¢ w czasie, a u chorych okresowo moze by¢
stwierdzana zaréwno progresja, jak i regresja biatkomoczu. Jednak wg obserwacji
Krolewskiego 1 wsp. [5] uposledzenie czynno$ci filtracyjnej nerek jest procesem
jednokierunkowym, ktory stopniowo prowadzi do schytkowej niewydolnosci nerek. W innej
pracy opublikowanej w 2017 roku przez ten sam zespdt pod kierunkiem prof. Krélewskiego
[81] przedstawiono wyniki analizy zalezno$ci pomiedzy utratg funkcji filtracyjnej nerek u 364
chorych z T1IDM, a czasem dalszej obserwacji. U 87% pacjentéw spadek GFR byt liniowy,
natomiast u pozostatych 13% obserwowano przyspieszenie lub spowolnienie procesu utraty
funkcji filtracyjnej. Dodatkowo, Krdlewski i wsp. [81] podzielili grupe badanych pod
wzgledem czasu, w jakim chorzy rozwijaja schytkowa niewydolno$¢ nerek, wyodrgbniajac
grupe, U ktorych PChN w stadium G5 wystgpi w ciggu 2-6 lat (grupa ,,bardzo szybka”), 6-10
lat (grupa ,,szybka”), 10-20 lat (grupa ,,umiarkowana”), oraz 20-45 lat (grupa ,,powolna”).
Grupy te roznily si¢ pod wzgledem wartosci HbAj.. Ponadto we wszystkich wymienionych
grupach pierwszy kwartyl w zakresie wskaznika uACR wynosit 0,5 mg/g, co oznacza, ze
utrata funkcji filtracyjnej nerek takze w przypadku chorych, u ktérych proces ten przebiega
bardzo szybko, rozpoczynata si¢ juz przy prawidtowym wydalaniu albuminy. Waznym
aspektem badania Krolewskiego i wsp. [81] byta tez ocena utraty funkcji filtracyjnej nerek
u chorych z T2DM w grupach wyodrgbnionych na podstawie wielkosci wskaznika uACR.
W grupie z prawidtowym wydalaniem albuminy u 80% chorych obserwowano spadek funkcji
filtracyjnej o mniej niz 2,9 ml/min/1.73m? w ciagu roku, u 13% pacjentow spadek ten miescit
sic od 3-4,9 ml/min/1.73m* w ciagu roku, u 6% chorych w przedziale od 5-9,9
ml/min/1.73m?%rok, a u 1% wielko$¢ ta miescita si¢ powyzej 10 ml/ min/1.73m? w ciagu roku.
W przypadku zwigkszonego wydalania albuminy (uACR >30-300 mg/g) procentowy udziat
chorych wynosit odpowiednio: 67%, 18%, 12% i 3%. U pacjentéw z jawnym biatkomoczem
obserwowano znacznie wigkszy odsetek chorych, u ktorych utrata funkeji filtracyjnej byla

szybka: 5-9,9 ml/min/1.73m?/rok u 30% oraz >10 ml/min/1.73m? /rok u 21% [81].

80



W badaniu przeprowadzonym przez Vistisen i wsp. [82] w grupie chorych z TIDM
i T2DM wykazano stalg tendencje do utraty funkcji filtracyjnej u wszystkich chorych
niezaleznie od ich statusu w zakresie wydalania albuminy, od momentu, kiedy osiagna oni
stadium 3 PChN. Srednie roczne spadki eGFR dla normo-, mikro- i makroalbuminurii
w pierwszych 10 latach od chwili osiggniecia stadium 3 PChN wyniosty odpowiednio 1,9; 2,3
i 3,3 ml/min/1.73 m* w przebiegu TIDM oraz 1,9; 2,1 i 3,0 ml/min/1.73 m? w T2DM [82].

Zarowno wyniki badania Vistisen i wsp. [82], jak i Krdlewskiego i wsp. [81]
dotyczace spadku funkcji filtracyjnej nerek u chorych z prawidlowym wydalaniem albuminy,
potwierdzaja, jak waznym elementem obserwacji i leczenia pacjentow jest jednoczesne
monitorowanie albuminurii oraz wielkosci eGFR u chorego. Obie grupy badawcze
podkreslaja przy tym potrzebe poszukiwania nowych wskaznikow, ktore pozwolityby
identyfikowaé osoby najbardziej zagrozone postepem CChN, zwtaszcza wsrdd chorych bez
zwigkszonego wydalania albuminy.

Celem badania podjetego przez autorke pracy byta proba odpowiedzi na pytanie, czy
takim markerami mogtyby by¢ cystatyna C, uromodulina i NGAL oznaczane w surowicy
chorych z T2DM i przeanalizowanie zalezno$ci pomiedzy stezeniami wyzej wymieninych
bialek a wielkos$cig wskaznika filtracji ktebuszkowej (eGFR CKD-EPI¢y).

Podgrupy pacjentow wyodrebnione na podstawie wartosci eGFR CKD-EPl¢, rdznity
si¢ przede wszystkim pod wzgledem wieku. Pacjenci z grupy, w ktérej eGFR CKD-EPl¢,
miescit sic w zakresie od 30-60 ml/min/1.73m? byli najstarsi i obserwacija ta pozostaje zgodna
z doniesieniami zaréwno Deroso i wsp. [83], jak i Baba i wsp. [84]. W cytowanych badaniach
wykazano, ze spadek eGFR zwigzany z wickiem jest obserwowany juz od 40 roku zycia
i wynosi ok. 1 ml/min/1.73 m*w populacji bez choroby nerek. Natomiast w przypadku trzech
grup wyodrebnionych przez autorke na podstawie eGFR nie wykazano réznic w zakresie
wielkosci wskaznika uACR, mimo, ze w grupie z eGFR w przedziale 60-90 ml/min/1.73m?
oraz 30-60 ml/min/1.73m? obecni byli chorzy ze zwigkszonym wydalaniem albuminy (gérny
kwartyl >30 mg/qg).

Zgodnie z przewidywaniami autorki, w grupie chorych z eGFR>90 ml/min/1.73m?
stezenie cystatyny C w surowicy bylo najnizsze, a eGFR oszacowany wedlug wzoru CKD-
EPlcysc osiagat najwyzsza warto$¢. Byla to rdznica istotna statystycznie w poroéwnaniu do
dwoch pozostatych grup. Wyniki te pozostajg zgodne z obserwacjami Yang i wsp. [85],
ktorzy poréwnywali zmiany stezenia cystatyny C oraz kreatyniny u 102 pacjentéw z T2DM,
u ktérych 34,3% stanowili chorzy z PChN w stadium G1, ok. 40,4% w stadium G2 PChN
i 25,3% w stadium G3 PChN [85]. Srednie stezenie cystatyny C bylo wyzsze w grupie
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chorych z PChN G1 w poréwnaniu do grupy chorych z G2. Powyzszej zalezno$ci nie
obserwowano jednak w odniesieniu do kreatyniny. W badaniu Yang i wsp. [85] nie podano
jednak, jaki procent chorych w poszczegdlnych stadiach PChN stanowili pacjenci
z prawidtowym oraz zwigkszonym wydalaniem albuminy.

Do tego aspektu odniosta si¢ natomiast grupa badaczy Brjiesh i wsp. [86], ktorzy
podkreslili role cystatyny C nie tylko jako wskaznika utraty funkcji filtracyjnej u chorych na
wczesnym etapie CChN w przebiegu T2DM, ale rowniez jako markera uszkodzenia bariery
filtracyjnej. Podobne wnioski, sugerujace przewage oznaczen cystatyny C nad kreatyning
przedstawita grupa badawcza Coll i wsp. [87], ktora wykazata, ze stezenie cystatyny C
W surowicy rosnie, jesli GFR wynosi ok. 90 ml/min/1.73m? z kolei stezenie kreatyniny
wzrasta dopiero, gdy wielko$¢ eGFR miesci si¢ ponizej 75 ml/min/1.73m? Przy tym stezenie
cystatyny C w surowicy bylo istotnie statystycznie nizsze w grupie z niska albuminurig
w poréwnaniu do grupy z umiarkowanie podwyzszong albuminurig. Dodatkowo wskaznik
filtracji kiebuszkowej oszacowany przy uzyciu cystatyny C byl istotnie wyzszy w grupie
z UACR <30 mg/g [87]. Z kolei w badaniach prowadzonych przez Jeon i wsp. [88] w grupie
332 chorych z T2DM wykazano, ze wraz ze wzrostem wydalania albuminy mierzonym
warto$cig wskaznika uACR wzrastalo rowniez stezenie cystatyny C w surowicy, osiagajac
najwyzszg wartos¢ w grupie chorych z jawnym bialkomoczem. Podobng zalezno$¢
stwierdzano w przypadku kreatyniny, co jednak nie znalazto potwierdzenia w wynikach
uzyskanych przez autorke rozprawy.

W pelni zgodne z obserwacjami, jakich dokonata w swojej pracy autorka sg natomiast
wyniki Brijesh i wsp. [86], ktorzy podzielili chorych bioracych udzial w badaniu na grupy
pod wzgledem czasu trwania cukrzycy. Wykazano m.in.,, ze w grupach chorych ze
zwickszonym wydalaniem albuminy (grupa Il: czas trwania cukrzycy 10-15 lat, albumina
w pojedynczej porcji moczu: 37,58 + 17,57 mg/l i grupa Ill: czas trwania cukrzycy >15 lat,
albumina w pojedynczej porcji moczu: 131,68 + 51,54 mg/l), warto$ci stezenia cystatyny C sa
znamiennie wyzsze W porownaniu do grupy kontrolnej (albumina w pojedynczej porcji
moczu: 7,94 £ 2,77 mg/l). Podwyzszone st¢zenia kreatyniny obserwowano dopiero w grupie
chorych o najdtuzszym czasie trwania choroby oraz najwiekszej utracie albuminy z moczem.
Podobne obserwacje opisali w swych pracach Peralta i wsp. [89] oraz Christensson i wsp.
[90]. Na podstawie ich doniesien mozna wysung¢ wniosek, ze cystatyna C pozstaje lepszym
wskaznikiem w ocenie zdolnosci filtracyjnej nerki na wczesnym etapie CChN, kiedy zmiany

strukturalne w obrebie nefronu nie sg jeszcze znaczgco nasilone.
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Na podstawie wynikow badan autorki pracy wykazano obecnos¢ licznych korelacji
pomiedzy stezeniem cystatyny C w surowicy i eGFR szacowanym przy uzyciu cystatyny C
a wskaznikami uszkodzenia nerek. Jednoczesnie nie wszystkie z tych zwigzkow
obserwowano w przypadku kreatyniny. Stezenie cystatyny C w surowicy wykazywato
dodatni zwigzek nie tylko z umiarkowanie nasilong albuminurig, ale rowniez ze stgzeniami
NGAL i uPAR w surowicy, obecnoscig IgG itransferyny w moczu oraz stezeniem
uromoduliny w surowicy.

Ciekawym odniesieniem do dyskutowanych wynikoéw autorki moze by¢ praca Okura
i wsp. [91], w ktdrej grupg badang stanowili chorzy z nadci$nieniem tg¢tniczym. W powyzszej
pracy stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy cystatyng C a wskaznikami stanu zapalnego:
interleuking 6 i czynnikiem martwicy nowotworéw o (TNF-a), ktérych nie obserowowano
w przypadku kreatyniny.

Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem uromoduliny w surowicy a wartosciag eGFR szacowang
przy uzyciu cystatyny C potwierdzono z kolei w pracy Risch i wsp. [92] w grupie 60-letnich
ochotnikdw. Uromoduling analizowano w tej pracy jako jeden z dodatkowych wskaznikow
mogacych uzupetli¢ dane dotyczace funkcji filtracyjnej nerek uzyskane przy pomocy
kreatyniny. Jej stezenie w surowicy bylo istotnie statystycznie wyzsze w grupie 0sob
z eGFR>90 ml/min/1.73m?i eGFR w zakresie 60-90 ml/min/1.73m? w poréwnaniu do grupy
z eGFR 30-60 ml/min/1.73m? Podobng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem uromoduliny
W surowicy a czynno$cig nerek oceniang za pomoca GFR wykazal w grupie 426 pacjentow
Steubl iwsp. [93]. W pracy tej wykazano obnizanie si¢ st¢zenia uromoduliny W surowicy
wraz z postepem PChN. Srednie stezenie w grupie chorych z PChN w stadium G1 wynosito
111,0 ng/ml, natomiast najwyzsze wartosci stezen stwierdzano u chorych z grupy kontrolnej:
167,6 ng/ml. Analiza tych wynikow pozwolita dodatkowo na wysuniecie wniosku, ze
uromodulina moze by¢ bezposrednim wskaznikiem ilosci nieuszkodzonych cewek i moze
stanowi¢ odzwierciedlenie liczby pozostatych dziatajacych nefrondw. Uznano réwniez, ze
monitorowanie jej st¢zenia w surowicy moze by¢ doskonalym parametrem pozwalajagcym na
wyodrebnienie chorych bez PChN. Podobne obserwacje przedstawili Leiher iwsp. [94],
ktorzy wykazali istotng roznice w stezeniu uromoduliny W surowicy pomiedzy grupa chorych
z PChN w poszczego6lnych stadiach (G1 i G2, G2 i G3a, G3 i G4). Nalezy zauwazy¢, ze
zaréwno w badaniu Steubla i wsp. [93], jak i Leihera i wsp. [94], chorzy z cukrzyca stanowili
zaledwie cze$¢ badanej populacji pacjentow z PChN. Dlatego tez nalezaloby postawic

pytanie, na ile ich spostrzezenia mozna odnie$¢ bezposrednio do populacji chorych z T2DM.
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W przeciwienstwie do wyzej wymienionych prac, w ktorych autorzy dokonywali
jednorazowego pomiaru st¢zenia uromoduliny, Minacovic i wsp. [95] przeprowadzili seri¢
oznaczen, ktora pozwolita na nastepujaca interpretacje: jesli u pacjentdw nie stwierdza si¢
zadnej choroby, to niskie stgzenie uromoduliny w surowicy pozwala na wytypowanie chorych
z grupy ryzyka wystapienia PChN. Z kolei, u pacjentow z T2DM z zachowang funkcja
filtracyjng nerek obserwowany wzrost stezenia uromoduliny, zardbwno w surowicy, jak
i wmoczu byl wyrazem mechanizmu ochronnego. W przypadku upos$ledzonej funkcji
filtracyjnej nerek u chorych z cukrzyca stopniowe obnizanie si¢ st¢zenia uromoduliny
W surowicy byto zwigzane z postgpem choroby nerek [95].

Autorka pracy przeprowadzila ilosciowe oznaczenie stezenia uromoduliny w moczu,
jak rowniez dokonata interpretacji obrazu uzyskanego podczas powadzonego rozdziatu
elektroforetycznego moczu. Wykazano, ze obecno$¢ prazka uromoduliny w rozdziale
elektroforetycznym towarzyszy najczesciej stabemu prazkowi albuminy. W wyrdznionej
podgrupie chorych A (obecno$¢ sladowego prazka albuminy), obecno$¢ uromoduliny
w elektroforezie biatek moczu stwierdzono u 29 pacjentow (40% tych chorych), natomiast
w podgrupie K (pacjenci z biatkomoczem kigbuszkowym) u 4 (18%) chorych. Zaréwno
powyzsze, dane jak i obserowowane zaleznosci dotyczace kolejnych wskaznikow uACR,
UKIM-1/uCr, uL-FABP/uCr w grupie chorych z obecnoscig prazka uromoduliny moga
dowodzi¢ stuszno$ci spostrzezen dokonanych przez Prujim i wsp. [30] wskazujgcych na
uromoduling jako wskaznik prawidtowej aktywnosci cewek. Nizsze wartosci UKIM-1/uCr
obserwowane w grupie chorych z obecnym prazkiem urmoduliny wydaja si¢ zgodne
z sugerowanym przez Maydan i wsp. [96] bezposrednim zwigzkiem pomiedzy tymi dwoma
wskaznikami. Badanie Maydan i wsp. [96] dotyczyto modelu zwierzgcego (mysiego),
w ktorym autorzy wykazali hamujacy wplyw uromoduliny na ekspresje KIM-1 u myszy.
Myszy z genetycznym zaburzeniem ekspresji uromoduliny osiagaty wyzsze stezenia KIM-1
w odpowiedzi na uszkodzenie cewek.

Trzecim parameterm, ktorego st¢zenie w surowicy znaczgco réznito si¢ W grupach
chorych z eGFR >90 ml/min/1.73m?* w odniesieniu do grupy z eGFR w przedziale 30-60
ml/min/1.73m?, bylo stezenie NGAL w surowicy. Obserwacje te sa zgodne z doniesieniami
Bjornstad i wsp. [97], ktorzy analizowali zalezno$¢ pomiedzy zmiang stgzenia NGAL
w surowicy, a hemodynamikg zmian zachodzgcych w nerce u chorych z TIDM. Zauwazono
m.in., ze im wyzsze stezenie NGAL w surowicy u chorych, tym gorsza byta funkcja
filtracyjna nerek oraz wyzszy nerkowy op6r naczyniowy. W badaniu tym wykazano réwniez

zalezno$¢ pomigdzy zmiang stezenia NGAL w surowicy, a wzrostem ci$nienia w tetniczce
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doprowadzajgcej, przyczyniajacej si¢ do spadku filtracji w obrebie nerki. W pracy brak
jednak szerszej dyskusji uzyskanych wynikow, a mechanizm opisanych zaleznos$ci nie jest
W pelni jasny i moze by¢ zwigzany z uszkodzeniem cewki proksymalnej, prowadzacym do
zwickszenia lokalnej produkcji angiotensynogenu, a nastgpnie wzrostu lokalnej aktywacji
uktadu renina-angiotensyna-aldoseron.

Zupelnie inng interpretacje stezenia NGAL w surowicy zaproponowali W Swojej pracy
Mori i wsp. [98], ktorzy przyjeli, ze wzrost stezenia NGAL moze by¢ wskaznikiem
aktywnego uszkodzenia nerek w czasie rzeczywistym. W celu wyjasnienia swojej teoril,
postuzyli si¢ do$¢ obrazowa koncepcjg ,,pozaru lasu”: las (nerka) sktada si¢ z drzew
(nefronéw). Stezenie kreatyniny odzwierciedla w niej ilo$¢ dziatajacych nefrondéw, podczas
gdy stezenie NGAL w surowicy wskazuje na zakres aktywnych zmian destrukcyjnych
zachodzacych w nerce.

Kolejnym badanym przez autork¢ parametrem analizowanym w grupach
wyodrgbnionych na podstawie wielkosci eGFR bylo st¢zenie KIM-1 w moczu. Najwyzsze
stezenie uKIM-1 obserwowano w grupie z eGFR >90 ml/min/1.73m% Mimo, ze zalezno$é ta
nie byla istotna statycznie, autorce udato si¢ wykaza¢ staba dodatnig korelacje UKIM-1
z wielkos$cig eGFR. uKIM-1 nalezy do parametrow stosunkowo czg¢sto badanych w ostatnim
czasie, a jednym z ciekawszych doniesien moze by¢ badanie Nowaka i wsp. [99], w ktorym
wykazano, ze warto$¢ stezenia KIM-1 w moczu moze by¢ czynnikiem ryzyka wystapienia
wczesnej utraty funkcji filtracyjnej u chorych z T2DM. Niestety, po przeprowadzeniu analizy
wieloczynnikowej, w ktorej wzieto pod uwage wielkos¢ uACR, obecno$¢ nadcis$nienia
tetniczego, wiek 1 czas trwania cukrzycy, wartosci uKIM-1 nie osiggaly istotnosci

statystycznej.

6.5. Zwiazek badanych bialek z istotnymi klinicznymi czynnikami wplywajacymi na
rozwoj CChN

Chorzy z CChN sa bardziej narazeni na mozliwo$¢ wystgpienia progresji do
schylkowej niewydolnos$ci nerek, a takze cechuja si¢ zwigkszong zapadalno$cig na choroby
sercowo-naczyniowe. Istnieje kilka potencjalnych czynnikéw mogacych wptywac na rozwoj
i przebieg CChN. Najczesciej dzielimy je na modyfikowalne oraz niemodyfikowalne.
Gléwnymi niemodyfikowalnymi czynnikami sg: pte¢, rasa, czas trwania cukrzycy, a takze
wiek chorego. Uwaza si¢, ze mezczyzni sg bardziej narazeni na rozw0j CChN w poréwnaniu
do kobiet i to zarowno w przypadku T2DM, jak i T1DM [100]. W dyskutowanej juz

wczesniej pracy Fioretto 1 wsp. [67] nie stwierdzano istotnych zaleznosci pomiedzy wiekiem
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chorych a ocenianym obrazem histopatologicznym. Podobnych zaleznosci nie wykazano
réwniez w pracach prof. Krolewskiego i wsp. [81].

Grupy wyodrgbnione na podstawie wynikow elektroforezy biatek w moczu, uzyskane
przez autorke pracy nie roznity si¢ pod wzgledem wieku. Roéznice takie pojawily sie
natomiast w przypadku podzialu badanych pod wzglgdem wartosci funkcji filtracyjne;j.
Chorzy z eGFR >90/ml/min/1.73m? byli najmlodsi. Ponadto w badanej grupie chorych
z T2DM wykazano dodatnie zaleznosci migdzy stgzeniami cystatyny C i UPAR w surowicy
oraz wiekiem pacjentdw. W odniesieniu do cystatyny C, w badaniu Oddena i wsp. [101]
potwierdzono zwigzek pomigdzy jej stezeniem w surowicy a wiekiem chorych. Badanie to
byto prowadzone w grupie bez chorob wspotistniejacych. Podobne wyniki uzyskali Kottgen
i wsp. [102], ktorzy stwierdzili, ze czestos¢ wystepowania podwyzszonego stgzenia cystatyny
C rosnie wraz z wiekiem, osiagajac ponad 50% wzrost po ukonczeniu 80-roku zycia, U obu
ptci 1 we wszystkich grupach etnicznych. Moze by¢ to zwigzane z faktem, ze nawet wsrdd
0sob dorostych i bez cukrzycy w ogolnej populacji, funkcja filtracyjna nerek nerek pogarsza
si¢ w tempie okoto 1 ml/minute/ 1.73m?/rocznie po przekroczeniu 40 roku zycia.

Z kolei obserwowana przez autorke, dodatnia zaleznos$¢ stgzenia UPAR w surowicy
z wiekiem chorych pozostaje zgodna z doniesieniami Wada i wsp. [103], ktérzy wykazali
wzrost UPAR z wiekiem w grupie chorych z FSGS.

Kolejnym wskaznikiem ocenionym przez autorke pracy, ktory korelowat z wiekiem
badanych, byta uromodulina. W tym przypadku byta to korelacja ujemna. Obserwacja ta
znalazta odzwierciedlenie w doniesieniach opublikowanych w badaniu Prujim i wsp. [30].
Rowniez stabg dodatnig korelacj¢ z wiekiem stwierdzano w przypadku L-FABP, a wyniki te
znalazty potwierdzenie w pracy przeprowadzonej przez Ishimura i wsp. [104].

Wsrod modyfikowalnych czynnikéw ryzyka rozwoju CChN gltéwnym jest przewlekta
hiperglikemia. W badaniu UKPDS [105] przeprowadzonym u chorych z T2DM
zaobserwowowano istotny zwigzek pomiedzy kontrolg glikemii a ryzykiem rozwoju powiktan
mikronaczyniowych, chociaz nie okreslono konkretnej wartosci HbAj., przy ktorej ryzyko
CChN wazrastato. Z kolei z duzego badania ADVANCE [106] obejmujacego chorych
z T2DM, u ktoérych warto$¢ HbA;. wahata si¢ w przedziale od 5,5% do 10,5%, wynikato, ze
w grupie pacjentow, u ktorych wartos¢ HbAj. nie przekraczala 6,5%, nie stwierdza si¢
wzrostu czestosci powiklan mikroangiopatycznych. Z badan przeprowadzonych przez
Krdlewskiego i wsp. [108] wynika rowniez, ze ryzyko wystgpienia mikroalbuminurii wzrasta

gwattownie u chorych, u ktérych wartos¢ HbA;. przekracza 8,1%.
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Wptyw hiperglikemii na rozwoj i przebieg CChN zwigzany jest nie tylko z wartoscia
bezwzgledng HbAj., ale takze jej zmiennos$cig. Pomimo zblizonej $redniej wartosci HbAj,
U pacjentbw mozemy obserwowaé znaczne wahania W zakresie glikemii. Dane z badania
finskiego dotyczacego CChN (FinnDiane) [108] pozwalaja na potwierdzenie wpltywu
zmiennos$ci w zakresie uzyskiwanych warto$ci HbA;. na rozw0j CChN. Najwickszg czestos¢
wystepowania CChN zaobserwowano w grupie chorych, u ktérych, zaréwno warto$¢ $rednia,
jak i odchylenie standardowe HbA;. znajdowaty si¢ powyzej mediany.

W najnowszym badaniu przeprowadzonym przez DCCT/EDIC (Diabetes Control and
Complications Trial/Epidemilogy of Diabetes Interventions and Complications) [109]
wykazano, ze dlugoterminowe ryzyko pogorszenia funkeji filtracyjnej (<60 ml/min/1,73m?)
malato u chorych z T2DM, u ktérych od poczatku leczenia dazono do dobrego wyréwnania
metabolicznego cukrzycy. Do podobnych wnioskéw prowadza wyniki badania ADVANCE
[110], w ktorym stwierdzono mniegjsze ryzyko rozwoju schytkowej niewydolnoséci nerek
uchorych z T2DM oraz lepszym wyrownaniem glikemii. Takze wyniki pochodzace
z Centrum Diabetologicznego Joslin sugeruja, ze trwata poprawa w zakresie kontroli glikemii
u pacjentow z T1DM i jawnym biatlkomoczem moze zmniejszy¢ dtugoterminowe ryzyko
zwigzane z wystgpieniem stadium 5 PChN [111]. Grupa badaczy pod kierunkiem prof.
Krdlewskiego i wsp. [81] zwraca dodatkowo uwage, ze u pacjentow z TIDM najszybsza
progresje CChN obserwowano w grupie chorych z najwyzszg wartoscig HbAjc.

Odnoszac si¢ do wynikoéw wiasnych, autorka zaobserwowata, ze najwyzsza warto$é
HbA;i. stwierdzano u chorych z biatkomoczem kigbuszkowym, co pozostaje zgodne
z przytoczonymi wczesniej doniesieniami. Stopien wyrdéwnania cukrzycy monitorowany za
pomoca HbA;., korelowal dodatnio ze stezeniem UNGAL w moczu i1 wskaznikiem
uNGAL/uCr, wskaznikiem uKIM-1/uCr, stezeniami IgG i transferyny w moczu oraz uPAR
w surowicy. Obserwowano ponadto staba dodatnig korelacje miedzy stezeniem L-FABP
w moczu oraz stezeniem glukozy w surowicy pacjentdw. Znajduje to odzwierciedlenie
w przytaczanym wczesniej badaniu Fioretto i wsp. [67], w ktorym grupy wyodrebnione na
podstawie wynikow biopsji histopatologicznych réznity sie pod wzgledem wartosci HbA.
Najwyzszg warto$¢ HbA;. stwierdzano w grupie chorych ze zmianami typowymi dla CChN,
w ktorej nieprawidlowosci strukturalne dotyczyly zarowno kigbuszkéw, jak i §rédmigzszu,
natomiast najnizszg u pacjentdéw bez obecno$ci opisanych zmian.

Istotnym i podkreslanym w wielu pracach czynnikiem patogenetycznym u pacjentow
z T2DM jest aktywacja wrodzonego uktadu odpornosciowego, a takze przewlekte zapalenie
o niskim stopniu nasilenia. W badaniach przekrojowych i prospektywnych wykazano
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podwyzszone stezenia w surowicy zarowno biatek ostrej fazy: biatka C-reaktywnego (CRP),
haptoglobiny, fibrynogenu, inhibitora aktywatora plazminogenu, osoczowego biatka
amyloidowego A, jak rOwniez innych markeréw i mediatorow zapalania, w tym cytokin
i chemokin. Podwyzszone stgzenia interleukiny-1B (IL-1B), IL-6 i CRP w surowicy sa
uznawane za czynnik ryzyka wystapienia T2DM. Podobnie, stgzenie antagonisty receptora
IL-1 (IL-1RA) w surowicy jest podwyzszone w otylosci i w stanie przedcukrzycowym.
Ekspresja IL-1RA, indukowana przez IL-1B, odzwierciedla odpowiedz organizmu jako
przeciwwage dla zwigkszonej aktywnosci IL-1B. Wiekszo$¢ czynnikéw prozapalnych
obecnych w podwyzszonym stgzeniu we krwi pacjentow z T2DM pozostaje zalezna od
dziatania IL-1B, dlatego tez blokowanie aktywnos$ci IL-1 majace na celu zmniejszenie
nasilenia rozlegto$ci procesu zapalnego rozpatrywane jest jako jedna z koncepcji
terapeutycznych w tej grupie chorych [112].

W badaniu przeprowadzonym przez Wolkowa i wsp. [113] analizowano zaleznos¢
pomiedzy stezeniami wskaznikéw stanu zapalnego a pogorszeniem funkcji filtracyjnej nerek
u chorych z TIDM. Uzyskane wyj$ciowo wyzsze stezenia markerow zapalnych w moczu
stwierdzono u chorych, u ktérych w toku dalszej obserwacji dochodzito do szybkiego,
wczesnego pogorszenia funkcji filtracyjnej nerek >3 ml/min/1.73 m? rocznie w poréwnaniu
z tymi, ktérzy charakteryzowali si¢ stabilng funkcja filtracyjng [113]. W oparciu o wyniki
wlasne, autorka pracy zwraca uwage na obecno$¢ znamiennych korelacji pomiedzy
stezeniami CRP i NGAL, uPAR i cystatyny C w surowicy, przy czym Kkorelacja z uPAR byta
najsilniejsza, natomiast korelacja z cystatyng C staba. Wykazano takze stabe, chociaz istotne
statystycznie dodatnie zaleznos$ci miedzy stezeniem CRP w surowicy a stezeniami biatek
wielkoczasteczkowych IgG i transferyny w moczu.

Rola dyslipidemii w inicjacji i progresji CChN pozostaje nadal nie w pehni
wyjasniona. Potwierdzono wiele zalezno$ci migdzy dyslipoproteinemia i stgzenami
lipoproteiny zawierajagcej apo B100, cholesterolu-HDL oraz wydalaniem albuminy.
W badaniu ADVANCE [114] niskie wyjéciowe stezenia cholesterolu we frakcji HDL bytly
zwigzane ze znacznie podwyzszonym ryzykiem rozwoju zwickszonego wydalania albuminy,
podobnie jak w przypadku podwyzszonego stgzenia trojglicerydow przedstawionym
w raporcie badania DCCT/EDIC [115]. W badaniu pochodzacym z Joslin Diabtetes Center
zwrocono szczegolng uwage na wyrazng regresje mikroalbuminurii zwigzang z niskim
stezeniem cholesterolu-LDL i obnizeniem stezenia trojglicerydow w surowicy [116].

W pracy autorki zaden z badanych wskaznikéw uszkodzenia nerek nie korelowat

istotnie statystycznie ze stgzeniem cholesterolu catkowitego. Obserwowano natomiast szereg
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znamiennych korelacji migedzy badanymi markerami uszkodzenia nerek a stgzeniami
cholesterolu we frakcjach LDL i HDL oraz st¢zeniem trojglicerydow w surowicy pacjentow.
Stezenie LDL-cholesterolu wykazywato staba ujemnag korelacj¢ z uKIM1/uCr, co pozostaje
W sprzecznosci z pozostalymi wynikami uzyskanymi przez autorkg, w ktorych wartosé
wskaznika uKIM-1/uCr byla wyzsza u chorych z rozpoznaniem choroby sercowo-
naczyniowej. Podobne dane mozna znalez¢ w badaniu przeprowadzonym przez Carlsson
iwsp. [117], w ktorym wyzsza warto$¢ wskaznika UKMI-1/Cr wigzala si¢ z wyzszym
ryzykiem $mierci z przyczyn sercowo-naczyniowych.

Stezenie uromoduliny w surowicy bylo nizsze u chorych z powiktaniami sercowo-
naczyniowymi i wykazywato stabg ujemng korelacj¢ ze st¢zeniem trojgliceryddw, natomiast
dodatnig koelacje ze stezeniem cholesterolu we frakcji LDL. Powyzsze zaleznosci byty
rowniez przedmiotem analizy w badaniu Leiherer i wsp. [118], ktdrzy oznaczyli stezenie
uromoduliny u 529 pacjentéw bez ostrego zespolu wiencowego, poddawanych angiografii
wiencowej w celu oceny stwierdzonej lub podejrzewanej stabilnej choroby wiencowe;j,
a takze zdarzen sercowo-naczyniowych. W badaniu tym stwierdzono istnienie stabej ujemne;j
korelacji migdzy stezeniem uromoduliny a cholesterolem LDL. Nie obserwowano przy tym
zadnych zalezno$ci w odniesieniu do pozostalych sktadowych lipidogramu tj. cholesterolu
HDL i tréjglicerydow. W ciggu 8 lat prowadzonej obserwacji zarejsetowano 95 zgonow i 145
zdarzen sercowo-naczyniowych. Wyciagnieto wnioski, ze ocena stezenia uromoduliny
W surowicy moze by¢ zrodtem praktycznych informacji, a jej wysoki poziom w surowicy ma
znaczenie ochronne. W grupie chorych z najwyzszym st¢zeniem uromoduliny W surowicy
obserwowano najnizszg Smiertelnos$¢ oraz ilo$¢ epizodow Sercowo-naczyniowych, nawet po
wzig¢ciu pod uwage innych czynnikow ryzyka tj. palenia tytoniu i cukrzycy [118].

W odniesieniu do znaczenia pomiaréw cystatyny C, w pracy autorki obserwowano
ujemng korelacje ze stgzeniem cholesterolu HDL, jej stezenie bylo roéwniez wyzsze
u pacjentdéw, u ktorych stwierdzano obecnos¢ powiktan sercowo-naczyniowych. Wyniki te sg
zgodne z doniesieniami publikowanymi w ostatnich latach miedzy innymi w pracach Lassus
i wsp. [119] oraz Salgado i wsp. [120], w ktorych stwierdzono wykazang wyzej zalezno$¢
w grupie chorych z nadci$nieniem tg¢tniczym. Podobnie, w innych badaniach
epidemiologicznych [121] odnotowano zwigzek migdzy wyzszym stezeniem cystatyny C
W surowicy, a zwigkszong czestoscig wystgpowania chordb sercowo-naczyniowych u o0séb
z GFR >60 ml/min/1.73m?. Badanie przeprowadzone przez Urbonaviciene i wsp. [122]
wykazalo réwniez, ze wyzsze cystatyny C w surowicy byto czynnikiem prognostycznym

5-letniej $miertelno$ci ogdlnej i wystgpienia zdarzen sercowo-naczyniowych u pacjentow
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z objawowa chorobg tetnic obwodowych i prawidlowa czynnoscig nerek. Mechanizm
tlumaczacy zalezno$¢ miedzy wysokim stezeniem cystatyny C w surowicy a wigksza
czestoscig incydentdow sercowo-naczyniowych pozostaje stosunkowo mato poznany.
Przyjmuje si¢, ze pomiar stgzenia cystatyny C moze by¢ uzyteczny we wczesnym stadium
zaawansowania choroby nerek, ktora jest czynnikiem ryzyka zdarzen sercowo-naczyniowych.
W wielu badaniach podkresla si¢ rowniez istotny zwigzek miedzy wysokim st¢zeniem
cystatyny C i bialka C-reaktywnego oraz wyzsza czgsto$cig incydentdw sercowo-
naczyniowych i przedwczesng $miercig W populacji osob starszych. Wedtug Urbonaviciene
i wsp. [122], cystatyna C moze by¢ markerem uzupehlniajagcym proces diagnostyczny pod
katem rozpoznawania wczesnych zaburzen czynnos$ci nerek u pacjentdw z przewleklym
stanem zapalnym o niskim stopniu nasilenia.

W pracy autorki stgzenie NGAL mierzone w surowicy korelowato ujemnie jedynie
z cholesterolem we frakcji HDL. Podobng zaleznos$¢ stwierdzono w badaniu Woitas i wsp.
[124], w ktérym oceniono predykcyjng role NGAL w $miertelnosci catkowitej i sercowo-
naczyniowej u pacjentow poddawanych angiografii wiencowej. W okresie 10-letnigj
obserwacji, NGAL oznaczono w osoczu 2997 osob. U 2358 pacjentdw rozpoznano chorobe
wiencowa, pozostate 638 osob stanowito grupe kontrolng. Najwyzsza $miertelnos¢ z powodu
zdarzen sercowo-naczyniowych zarejestrowano u pacjentow z najwyzszym stgzeniem NGAL,
nawet po uwzglednieniu wieku i ptci. Wyniki badan autorki nie pozwalajg jednak na
wyciagniecie podobnych wnioskdw, w grupie chorych z powiklaniami sercowo-
naczyniowym nie stwierdzano wyzszego st¢zenia NGAL w surowicy.

W przypadku oznaczen L-FABP w moczu, autorka pracy zwraca uwage na obecnosé
ujemnej Kkorelacji ze stezeniem cholesterolu frakcji HDL oraz trojglicerydami. Nie
zaobserwowano natomiast zalezno$ci pomiedzy stezeniem L-FABP a obecnoscig powiktan
sercowo-naczyniowych, tak jak to miato miejsce w badaniu Araki i wsp. [56], ktore zwracato
uwage na znaczenie pomiarow stezenia L-FABP w moczu jako czynnika prognostycznego
chorob uktadu sercowo-naczyniowego u pacjentdbw z T2DM, bez cech zaawansowanej
nefropatii. Wyzsze stgzenia L-FABP w moczu byly zwigzane z pogorszeniem czynnosci
nerek 1 czgstszym wystgpowaniem epizodéw sercowo-naczyniowych. Zaleznosci te
zaobserwowano u 0s6b z normoalbuminurig jak i mikroalbuminurig.

Ostatnim z analizowanych przez autork¢ parametrow pod katem przydatnosci
W ocenie ryzyka wystgpienia schorzen sercowo-naczyniowych byt pomiar stezenia UPAR
w surowicy. Wykazano, ze jego stezenie korelowalo ujemnie ze stezeniem HDL-cholesterolu

oraz dodatnio ze stgzeniem trojglicerydéw, byto rowniez wyzsze u chorych z rozpoznaniem
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choroby sercowo-naczyniowej. W literaturze brak jest jednoznacznych danych na temat
badania korelacji z dyslipoproteinemig. Pomiar uPAR w surowicy stanowi jednak uznawany
wskaznik, istotny w ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego. Ostatnie doniesienia wskazuja
réwniez, ze uPAR moze by¢ czeScig szlaku patofizjologicznego, innego niz znane dotychczas
markery zapalne (CRP), zwigzanego z rozwojem miazdzycy [124].

W badaniu MONICA [125], w ktorym poréwnywano uPAR z CRP, stwierdzono, ze
UPAR silnie koreluje z dysfunkcjg s$rodbtonka, natomiast w badaniu DanRisk [126]
wykazano, ze nasilenie zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych jest bardzo silnie
skorelowane z wyzszym stezeniem uPAR w surowicy.

W pracy autorki analizowano obecnos$¢ powiktan z kregu mikroangiopatii. Retinopatia
cukrzycowa to jedno z dwoch glownych powiklan mikronaczyniowych wystepujace
U pacjentow z cukrzyca typu 1 i cukrzycy typu 2. W badaniu Rodriguez-Poncelas i wsp. [127]
wykazano, ze U chorych z cukrzyca typu 2, u ktérych stwierdza si¢ wyzsza warto$¢ wskaznika
UACR, czesciej wystepuje retinopatia cukrzycowa. Zalezno$¢ ta byta istotna juz od wartosci
UACR 10 mg/g. W badaniu Rodriguez-Poncelas i wsp. [127] zaobserwowano takze, ze
wartosci eGFR <45 ml/min/1,73m? byly zwigzane z wyzszym rozpowszechnieniem
retinopatii cukrzycowej, ale nie stwierdzono tego zwigzku z poziomami eGFR >45
ml/min/1,73m%. Wsréd badanych przez autorke markeréw uszkodzenia nerek zwiazek
Z obecnoscig retinopatii wykazano jedynie dla wskaznika uUMOD/uCr (obserwowano nizsze
warto$ci u chorych z retinopatia) i st¢zen L-FABP w moczu (obserwowano wyzsze stezenia
u chorych z retinopatia), by¢ moze ze wzgledu na fakt, ze wyniki badania okulistycznego nie
byly dostepne u wszytskich chorych. Nie ma dostgpnych danych na temat bezposredniego
zwigzku migdzy retinopatia a powyzszymi wskaznikami, jedynie Zhang i wsp. [128]

zaobserwowali bardziej nasilone uszkodzenie $sroédmiazszu u chorych z retinopatia.

6.6. Ograniczenia badania

Przeprowadzone badanie ma kilka ograniczen: przede wszystkim bylo to badanie
przekrojowe, oznaczenia wybranych bialek 1 badanie elektroforezy bialek moczu
przeprowadzono jednokrotnie, a ich wyniki oceniano w odniesieniu do wskaznikow obecnie
stosowanych w ocenie klinicznej pacjentow z T2DM. Ze wzgledu na brak klinicznych
wskazan 1 ze wzglgdu na inwazyjno$¢ badania nie zdecydowano si¢ na weryfikacje
rozpoznania CChN za pomoca biopsji nerki. Wykluczono jedynie z badanej grupy chorych
z rozpoznaniem nefropatii innej niz cukrzycowa. Dodatkowo, cz¢s$¢ badan nie byta wykonana

u wszytkich chorych. Ograniczenia te sprawiaja, ze wnioski z badania nie moga byc¢
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traktowane jako definitywne i wskazana jest ich weryfikacja, najlepiej w badaniach

prospektywnych, z udzialem wigkszej liczby chorych.

92



7. WNIOSKI I IMPLIKACJE PRAKTYCZNE

Poszukiwania nowych, dostgpnych narzgdzi diagnostycznych, podobnie jak
weryfikacja juz istniejagcych, wydaje si¢ mie¢ szczegblne duze znaczenie w dobie stale
wzrastajgcego odsetka chorych z cukrzycs, wymagajacych leczenia nerkozastepczego
z powodu CChN. W oparciu o uzyskane w pracy wyniki badan, autorka uwaza rowniez, ze
rutynowe oznaczanie wybranych bialek specyficznych w surowicy i moczu oraz
wprowadzenie do panelu badan kontrolnych badania elektroforezy SDS-PAGE biatek moczu
w diagnostyce CChN u chorych z T2DM moze pozwoli¢ na wigksze zrdéznicowanie tej
heterogennej grupy chorych, a to moze przyczyni¢ si¢ W z czasem do wdrozenia bardziej
adekwatnej/lepszej terapii przyczynowej, ukierunkowanej na leczenie tubulopatii lub
glomerulopatii cukrzycowe;j.

Wyniki uzyskane przez autorke wpisuja si¢ ponadto w miedzynarodowa dyskusja nad
mozliwo$cig nieinwazyjnych metod diagnostyki choréb nerek, w tym przypadku CChN, z
pomini¢ciem pozostajacej ztotym standardem w diagnostyce choréb nerek, biopsji
gruboigtowej. Walidacja uzyskanych wynikbw z czasem trwania T2DM, stopniem
wyrownania cukrzycy (ocena z uzyciem hemoglobiny glikowanej, HbA;c), oraz obecnoscig
zaburzen metabolicznych (lipidogram, kwas moczowy) i zmian zapalnych pozwoli takze na
oceng mozliwosci zastosowania badanych biowskaznikéw w monitorowaniu wptywu leczenia
klasycznych zaburzen wspétistniejacych z T2DM na funkcje nerek badanych chorych.

Woprowadzenie do panelu badan systemowych oznaczania elektroforezy biatek moczu
w diagnostyce CChN, mogloby w istotnym stopniu uzupetni¢ diagnostyke oraz dac
klinicyscie proste oraz tanie narzedzie dostepne w wigkszosci laboratoriow, bez koniecznosci
stosowania skomplikowanych technik niezb¢dnych do jakosciowej oceny biatkomoczu, co
obecnie przysparza wiele trudno$ci w codziennej praktyce.

Na przyktadzie oznaczen cystatyny C w surowicy, autorka postuluje rowniez ponowne
zainteresowanie si¢ i wykorzystywanie w diagnostyce chorych z T2DM, parametrow
0 udowodnionej juz wysokiej przydatnosci we wczesnej ocenie rozwijajacych si¢ powiktan,

w tym powiktan sercowo-naczyniowych.
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Whioski

1. Autorka pragnie uwypukli¢ wage problemu jaki stanowi rozwijajaca si¢ CChN w grupie
pacjentéw z T2DM. Mimo dobrego wyroéwnania cukrzycy u wigkszosci pacjentow, w badanej
grupie obserwowano wyktadniki uszkodzenia nerek, podczas, gdy jedynie pacjenci
z biatkomoczem kigbuszkowym charakteryzowali si¢ znamiennie wyzszymi stg¢zeniami
HbA.

2. W badanej grupie chorych z T2DM uszkodzenie cewek nerkowych wydaje si¢ towarzyszy¢
uszkodzeniu kiebuszkow. W elektroforezie biatek moczu nie obserwowano typowych
biatkomoczy cewkowych (jedynie mieszane cewkowo-$rodmigzszowe), a podwyzszone
stezenia markeréw uszkodzenia cewek nerkowych (UNGAL, uKIM-1, uL-FABP)

towarzyszyty albuminurii.

3. U czgsci pacjentdw z UACR <30 mg/g obserwowano podwyzszone stezenia bialek
specyficznych w moczu (transferyna, 1gG, KIM-1, NGAL), co wskazuje na mozliwos¢
wczesniejszego diagnozowania uszkodzenia nerek z wykorzystaniem markeréw innych niz
dotychczas stosowane (UACR, eGFR w oparciu 0 stezenie kreatyniny). W przypadku
transferyny, 1gG oraz NGAL w moczu dostepne sa rutynowo stosowane, w pelni
zautomatyzowane i zwalidowane metody laboratoryjne, wraz z wyznaczonym zakresem
wartos$ci referencyjnych. W celu potwierdzenia warto$ci diagnostycznej dodatkowych
markeréw (uKIM-1, L-FABP) w ocenie progresji CChN, autorka widzi potrzebe prowadzenia

dalszych badan w wigkszej grupie chorych.

4. Cystatyna C w surowicy wydaje sie¢ wczesniejszym od Kkreatyniny wskaznikiem
pogorszenia funkcji nerek u chorych z T2DM. Koreluje przy tym z umiarkowanie nasilong

albuminurig oraz z analizowanymi wskaznikami stanu zapalnego.

5. Analiza wynikdw oznaczen cystatyny C i uPAR w surowicy oraz uromoduliny moczu
pozwala na wyodrgbnienie pacjentdw z grupy podwyzszonego ryzyka rozwoju choréb
sercowo-naczyniowych u chorych z T2DM. Wprowadzenie rutynowych oznaczen cystatyny
C do panelu badan kontrolnych w tej grupie chorych moglby dtugofalowo odnies¢ skutek
w postaci obnizenia liczby rozwijajacych si¢ powiktan sercowo-naczyniowych, jednak

weryfikacja tej hipotezy wymaga dalszych badan.
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9. STRESZCZENIE

Cukrzycowa choroba nerek (CChN) stanowi najczgstszg przyczyne schytkowej
niewydolnosci nerek w Polsce. Etiologie przewlektej choroby nerek mozna przypisywaé
cukrzycy, jesli u chorego stwierdza si¢ zwigkszone wydalanie albuminy z moczem, ktoremu
moze towarzyszy¢ utrata funkcji filtracyjnej nerek. Jednak u czesci chorych utrata funkcji
filtracyjnej nie jest poprzedzona wzrostem albuminurii. W zwigzku z tym poszukuje sig¢

innych markeréw laboratoryjnych wczesnej CChN.

Celem badania byta analiza uzytecznosci diagnostycznej wybranych biatek specyficznych
oznaczanych w surowicy i moczu oraz badania elektroforezy biatek moczu w zelu
poliakrylamidowym z uzyciem siarczanu dodecylu sodu (SDS-PAGE) w diagnostyce
cukrzycowej choroby nerek u chorych z cukrzyca typu 2 (T2DM).

Badaniem objeto grupe 117 dorostych chorych z T2DM ze wspotczynnikiem
albumina/kreatynina w moczu (UACR) <300 mg/g i wskaznikiem filtracji kigbuszkowe;j
szacowanym w oparciu o stezenie kreatyniny (eGFR) >30 ml/min/1,73m? Oznaczono szeroki
panel biatek specyficznych w moczu: czasteczke uszkodzenia nerek-1 (uKIM-1), lipokaling
zwigzang Z zelatynaza neutrofili (UNGAL), watrobowe biatko wigzace kwasy tluszczowe (uL-
FABP), transferyn¢ (UTRF), B2-mikroglobuling, immunoglobuling G (ulgG) i uromoduling
(UUMOD) oraz wybrane biatka surowicy: cystatyng C (SCysC), uromoduling (SUMOD),
rozpuszczalny receptor urokinazowego aktywatora plazminogenu (UPAR), SNGAL
I metaloproteinaze 9 macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP-9). Stezenia biatek specyficznych
W moczu oceniano takze po uwzglednieniu st¢zenia Kreatyniny w moczu (uCr). Wyniki
elektroforezy biatlek moczu i stezenia biatek specyficznych oceniano w odniesieniu do
uznanych markerow uszkodzenia nerek wykorzystywanych w praktyce klinicznej: stezenia
kreatyniny w surowicy i eGFR oraz uACR. Oceniono zaleznosci sktadu biatek moczu i stezen
badanych biatek surowicy od wieku, pici, czasu trwania T2DM, stopnia wyréwnania
cukrzycy (hemoglobina glikowana, HbA;;), zmian zapalnych (biatko C-reaktywne, CRP),
obecnosci zaburzen metabolicznych (lipidogram, kwas moczowy), powiklan sercowo-

naczyniowych i retinopatii cukrzycowej.

W badanej grupie wickszos¢ stanowili chorzy z dobrze kontrolowang cukrzyca (HbAlc <7%
u ok. 60% pacjentéw), eGFR >60 ml/min/1,73m2 (87%) i uACR <30 mg/g (prawie 80%
pacjentéw). Mediana czasu od rozpoznania T2DM wynosita 6 lat (12% chorych ze $wiezo
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wykryta cukrzyca). Wyniki elektroforezy biatek moczu byty dobrze skorelowane z ocena
albuminurii (stezeniem albuminy w moczu i wartoscig UACR). U czgséci chorych wykazano
obecnos¢ biatkomoczu kigbuszkowego (selektywnego i nieselektywnego) oraz biatkomocz
cewkowo-kigbuszkowy, nie obserwowano izolowanego biatkomoczu cewkowego. Wykazano
szereg zwigzkow migdzy nasileniem albuminurii i rodzajem biatkomoczu a st¢zeniami biatek
specyficznych w moczu chorych (UKIM-1, uNGAL, ulgG i uTRF, stabsze zwigzki z uUMOD
i uL-FABP). Dodatkowo obserwowano dodatnie korelacje migdzy UACR a stezeniem sCysC
i UPAR w surowicy chorych. W ocenie wynikow elektroforezy biatlek moczu zwrdcono
uwage Nna obecno$¢ prazka uromoduliny (biatka Tamma-Horsfalla) u ok. 1/3 badanych
pacjentow, najczesciej ze $Sladowag albuminurig. W tej podgrupie pacjentdw obserwowano
takze wyzsze stezenia UUMOD mierzone metoda immunoenzymatyczng. Chorzy ci
charakteryzowali si¢ nizszymi stezeniami SNGAL i uPAR w surowicy oraz nizszymi

stezeniami bialek specyficznych w moczu (ulgG, uKIM-1 i uL-FABP/uCr).

W badanej grupie obserwowano nieliczne zwiazki ocenianych markeréw biochemicznych
z wiekiem chorych (sCysC, sUMOD, uPAR i uL-FABP) i czasem trwania cukrzycy (ulgG).
Obserowano zaleznosci migdzy stopniem wyrownania cukrzycy a rodzajem biatkomoczu
w ocenie elektroforetycznej, eGFR (CKD-EPlIc,), stezeniem UPAR w surowicy i stezeniami
biatek w moczu: uNGAL, uKIM-1, ulgG i uTRF. Stezenia sCysC, uPAR i sNGAL
w surowicy oraz ulgG i UTRF w moczu skorelowane byty ze stgzeniem CRP w surowicy,
przy czym nalezy zaznaczy¢, ze U badanych pacjentow nie obserwowano nasilonej reakcji
zapalnej (mediana CRP wynosita 3 mg/l). Wykazano szereg korelacji badanych biatek
specyficznych (sCysC, uPAR, sUMOD i sNGAL w surowicy; uKIM-1, uUMOD i uL-FABP

w moczu) z nasileniem dyslipidemii.

Oznaczone w pracy markery wykazuja nieprawidtlowosci u czesci chorych z uACR <30 mg/g
i eGFR >60 ml/min/1,73m?, co moze pozwoli¢ na diagnozowanie CChN na wczesnym etapie.
Oznaczania cystatyny C, uromoduliny i uPAR w surowicy chorych z T2DM mogloby
umozliwi¢ wyodrgbnienie chorych z grupy zwigkszonego ryzyka chorob sercowo-
naczyniowych. Wyniki pracy powinny jednak zosta¢ zweryfikowane w badaniach

prospektywnych, z udziatlem wigkszej liczby chorych.
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10. ABSTRACT

Diabetic kidney disease (DKD) is the leading cause of end-stage renal failure in Poland.
DKD is suspected among patients with increased albuminuria and associated decrease in
glomerular filtration. However, there are DKD patients in whom glomerular filtration
decreases without preceding increase in albuminuria. There is a need for other laboratory
markers of early DKD than albuminuria.

The aim of the study was the analysis of diagnostic utility of selected specific proteins
measured in serum and urine and of sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) of urinary proteins in diagnostic approach to DKD developing
in type 2 diabetes (T2DM).

The study included 117 adult patients with T2DM, with urine albumin/creatinine ratio
(UACR) <30 mg/g and estimated glomerular filtration rate based on serum creatinine (eGFR)
<60 ml/min/1.73m% A wide panel of specific proteins was assessed incluring urinary kidney
injury molecule-1 (UKIM-1), neutrophil gelatinase-associated lipocalin (UNGAL), liver-type
fatty acid-binding protein (uL-FABP), transferrin (UTRF), B2-microglobulin, immunoglobulin
G (ulgG), uromodulin (UUMOD) and serum cystatin C (sCysC), uromodulin (sUMOD),
soluble urokinase-type plasminogen activator receptor (UPAR), SNGAL and matrix
metalloproteinase 9 (MMP-9). The concentrations of urinary proteins were also corrected for
urine creatinine concentration (uCr). The results of urinary protein electrophoresis and the
measured concentrations of specific proteins were assessed in relation to the markers
presently used in clinical practice, i.e. serum creatinine concentration, resulting eGFR and
UACR. Moreover, the associations were evaluated between the studied studied markers and
age, sex, diabetes duration, diabetes control (glycated hemoglobin, HbA), inflammation (C-
reactive protein, CRP), metabolic disorders (lipid profile, uric acid), cardiovascular

complications and retinopathy.

In the studied group, T2DM was well controlled in most patients (HbALlc <7% in about 60%),
eGFR was >60 ml/min/1,73m? in 87% and uACR was <30 mg/g in almost 80% of patients.
Median diabetes duration was 6 years, 12% of patents had newly diagnosed T2DM. SDS-
PAGE results correlated well with urine albumin concentrations and uUACR. In a part of the
group, glomerular proteinuria (selective and non-selective) and mixed (tubular-glomerular)

proteinuria were observed, but there were no cases of isolated tubular proteinuria. A number
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of associations were observed between the level of albuminuria and the type of proteinuria
and urinary proteins’ concentrations (UKIM-1, uNGAL, ulgG i uTRF, uUMOD, uL-FABP).
sCys C and uPAR positively correlated with uUACR. The presence of uromodulin (Tamm-
Horsfall protein) in urine protein electrophoresis was observed in about 1/3 of patients, mostly
with trace albuminuria. This was confirmed by higher uUMOD measured using
immunoenzymatic method. This subgroup of patients had lower SNGAL and uPAR in serum

as well as lower ulgG, uKIM-1 and uL-FABP/uCr in urine.

Several studied proteins correlated with age (sCysC, sUMOD, uPAR and uL-FABP) and
diabetes duration (ulgG). HbA,; was associated with type of proteinuria (as assessed by
electrophoresis), eGFR (CKD-EPlI¢,), serum uPAR, and urinary proteins: uNGAL, uKIM-1,
ulgG and uTRF. sCysC, uPAR, sNGAL, ulgG and uTRF correlated positively with serum
CRP, even though CRP concentrations were low in most patients (median 3 mg/l). sCysC,
UPAR, sUMOD, sNGAL, uKIM-1, uUMOD and uL-FABP were associated with
dyslipidemia.

The studied laboratory markers revealed abnormalities in patients with uUACR <30 mg/g and
eGFR >60 ml/min/1.73m? possibly allowing for early diagnosis of DKD. Serum cystatin C,
uromodulin and uPAR in T2DM patients may allow to distinct a subgroup with higher risk of
cardiovascular complications. However, the results should be verified in larger prospective

studies.
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