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1. Wykaz skrotow

Skrot Rozwiniecie w j. angielskim Rozwinig¢cie w j. polskim
ADOI Acute Dialysis Quality inicjatywa na rzecz poprawy jakosci
Initiative dializoterapii
AKI Acute Kidney Injury ostre uszkodzenie nerek
. . sie¢ ekspertow zajmujaca sie
AKIN Acute Kidney I Network . o :
SR AR SR R ujednoliceniem kryteriow AKI
ienie all i h
Allogeneic Hematopoietic Stem przeszc?eplenle N ogenrlcznyc
allo-HSCT ) macierzystych komorek.
Cell Transplantation .
krwiotworczych
CNI Calcineurin Inhibitors inhibitory kalcyneuryny
Cr Creatinine kreatynina
DKK3 Dickkopf-related protein 3 biatko Dickkopf-3
estimated Glomerular oszacowany wspotczynnik filtracji
eGFR : . .
Filtration Rate ktebuszkowej
FSGS Focal Segmental ogniskowe segmentalne stwardnienie
Glomerulosclerosis ktebuszkéw nerkowych
horob i
GvHD Graft-versus-Host Disease CHOTODR preeszezeh Przemw
gospodarzowi
Hb Hemoglobin hemoglobina
KDIGO Kidney Disease: Improving miedzynarodowa organizacja
Global Outcomes opracowujaca wytyczne w nefrologii
KTx Kidney Transplantation przeszczepienie nerki
Neutrophil Gelatinase- lipokalina zwigzana z Zelatynaza
NGAL . . . .
Associated Lipocalin neutrofili
OIT /ICU Intensive Care Unit Oddzial Intensywnej Terapii
PChN / CKD Chronic Kidney Disease przewlekta choroba nerek
PENK Proenkephalin A proenkefalina A
RBP4 Retinol-Binding Protein 4 biatko wigzace retinol 4
RIFLE Risk, Injury, Failure, Loss, skala oceny cigzkos$ci ostrej
End-stage niewydolnosci nerek
UMOD Uromodulin uromodulina (biatko Tamma-
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2. Streszczenie

Ostre uszkodzenie nerek (AKI) oraz przewlekta choroba nerek (PChN) sa czestymi
1 istotnymi klinicznie powiklaniami zabiegéw przeszczepienia allogenicznych macierzystych
komorek krwiotworczych (allo-HSCT) oraz transplantacji narzadow migzszowych, w tym
nerki. Dotychczasowa diagnostyka opiera si¢ gtéwnie na pomiarze st¢zenia kreatyniny i ocenie
wskaznika filtracji klebuszkowej (eGFR), co ogranicza mozliwos¢ wczesnego wykrywania

uszkodzen nerek.

Biomarkery molekularne sa coraz czgsciej wskazywane jako obiecujace narzedzia
w identyfikacji subklinicznych uszkodzen nerek, prognozowaniu progresji choroby nerek oraz

personalizacji leczenia pacjentow transplantacyjnych.

Celem niniejszej rozprawy byta ocena przydatnosci wybranych biomarkeréw —
proenkefaliny A (PENK), uromoduliny (UMOD), Dickkopf-3 (DKK3) oraz biatka wigzacego
retinol 4 w moczu (RBP4) — w wykrywaniu i monitorowaniu AKI i PChN u pacjentéw po

allo-HSCT.

Praca powstata na podstawie trzech oryginalnych publikacji oraz jednego opisu przypadku.
Badania kliniczne objety facznie 80 pacjentéw po allo-HSCT oraz grupe zdrowych ochotnikéw
1 dotyczyly oceny wybranych biomarker6w moczowych uszkodzenia nerek oraz czgsto$ci
wspotwystepowania anemii i PChN w badanych populacjach. Ostatnig publikacja byt opis
przypadku podkreslajacy znaczenie biopsji nerek jako narzedzia diagnostycznego

1 prognostycznego po transplantacji allogenicznych komorek krwiotworczych.

W pracy oryginalnej ,, One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in Patients
After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation” oceniano st¢zenie RBP4 w moczu
u pacjentow po allo- HSCT. Wyniki wykazaly, Ze steZenie tego biomarkera uszkodzenia cewek
nerkowych bylo wielokrotnie wyzsze u pacjentow po allo-HSCT niz u zdrowych ochotnikow.
Ponadto warto$ci RBP4 byly istotnie wyzsze u chorych z PChN w stadium 3 oraz korelowaty
dodatnio ze st¢zeniem kreatyniny i1 odwrotnie z eGFR. Wyniki te wskazuja, ze RBP4 moze
stanowi¢ czuly marker wczesnego uszkodzenia cewek proksymalnych i umozliwiaé
identyfikacj¢ subklinicznych zaburzen czynnosci nerek przed wystagpieniem jawnej

niewydolnosci narzadu.
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W pracy oryginalnej ,, Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin, but
Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell Transplantation” po
raz pierwszy analizowano st¢zenia PENK, DKK3 oraz UMOD w moczu u pacjentow po
alloHSCT 1 wykazano, ze st¢zenie biomarkeréw byto istotnie wyzsze w grupie badanej niz
w grupie kontrolnej. PENK wykazywata istotng ujemna korelacje z eGFR, co potwierdza jej
potencjalng warto$¢ jako czulego markera pogarszajacej si¢ filtracji kigbuszkowej. Szczegolnie
istotne bylo stwierdzenie wyzszych wartosci PENK u chorych z eGFR <60 ml/min/1,73 m?, co
sugeruje mozliwos¢ identyfikacji pacjentow zagrozonych progresja PChN jeszcze przed
wystgpieniem wyraznych zmian w klasycznych parametrach laboratoryjnych. Analiza stezen
DKK3 wykazata wprawdzie ich podwyzszenie w grupie pacjentéw po allo-HSCT, jednak nie
stwierdzono istotnych zalezno$ci pomigdzy DKK3 a parametrami funkcji nerek. Wynik ten
sugeruje ograniczong przydatno$¢ tego biomarkera w ocenie stopnia uszkodzenia nerek
w badanej populacji, pomimo jego udokumentowanej roli w procesach wldknienia
srédmigzszowego. Podwyzszone stezenia uromoduliny potwierdzaja natomiast obecno$é
zmian nerkowych u pacjentéw po transplantacji, cho¢ w przeprowadzonym badaniu nie

wykazano zwigzku UMOD z eGFR ani st¢zeniem kreatyniny.

Kolejna praca oryginalna ,, Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients” poswigcona byla ocenie czgstosci  wystepowania
niedokrwisto$ci u pacjentow po transplantacjach. W grupie 156 chorych po HSCT
niedokrwisto$¢ stwierdzono u 13% kobiet oraz 35% mezczyzn. Jednoczesnie ponad potowa
kobiet z niedokrwistoscig oraz 17% mezczyzn spetniala kryteria przewleklej choroby nerek.
Wykazano, ze niedokrwisto$¢ stanowi niezalezny czynnik ryzyka hospitalizacji oraz zgonu
oraz koreluje z zaawansowaniem uszkodzenia nerek. Niedokrwisto$¢ jest waznym,
powszechnie znanym markerem zaawansowanego uszkodzenia nerek, nasza praca podkresla
jej znaczenie rokownicze u pacjentoOw po transplantacjach, zarowno komorek macierzystych,

jak 1 narzadéw unaczynionych

Ostatnim elementem rozprawy jest opis przypadku Kidney failure in the course of focal
segmental glomerulonephritis in a patient after alloHSCT - a case study and review of the
literature pacjentki po allo-HSCT z przewlekla chorobg przeszczep przeciw gospodarzowi
(cGvHD), u ktorej rozwinat si¢ zespot nerczycowy w przebiegu ogniskowego segmentalnego
stwardnienia kiebuszkow nerkowych (FSGS), prowadzacy do schytkowej niewydolnos$ci nerek
wymagajacej leczenia nerkozastepczego. Przypadek ten ilustruje ztozonos¢ powiklan

nefrologicznych po allo-HSCT oraz podkresla kluczowa role biopsji nerki w ustaleniu
12



rozpoznania, ocenie stopnia nieodwracalnego uszkodzenia migzszu i planowaniu dalszego

postepowania terapeutycznego.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze tradycyjne wskazniki czynnosci nerek, takie
jak stezenie kreatyniny i warto$¢ eGFR, moga nie odzwierciedla¢ w petni wczesnych etapow
uszkodzenia nerek u pacjentow po przeszczepieniach allogenicznych komorek
krwiotworczych. Zastosowanie nowych biomarkeréw w praktyce klinicznej, szczegdlnie
PENK 1 RBP4, moze przyczyni¢ si¢ do wczesniejszej diagnostyki nefropatii

potransplantacyjnych i1 personalizacji terapii nefroprotekcyjnych

W oparciu o uzyskane wyniki zaplanowano dalsze badania obejmujace oceng nowych
biomarkeréw ostrego uszkodzenia nerek w populacji pacjentdéw po transplantacjach

narzagdowych

13



3. Summary

Novel Biomarkers of Acute Kidney Injury in Patients After

Hematopoietic Stem Cell and Kidney Transplantation

Acute kidney injury (AKI) and chronic kidney disease (CKD) are common and clinically
significant complications following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-
HSCT) and solid organ transplantation, including kidney transplantation. Current diagnostic
approaches rely primarily on serum creatinine measurements and estimated glomerular
filtration rate (¢eGFR), which limits the early detection of kidney injury. Molecular biomarkers
are increasingly recognized as promising tools for identifying subclinical kidney damage,

predicting CKD progression, and facilitating personalized management of transplant recipients.

The aim of this dissertation was to evaluate the usefulness of selected biomarkers—
proenkephalin A (PENK), uromodulin (UMOD), Dickkopf-3 (DKK3), and urinary retinol-
binding protein 4 (RBP4)—in the detection and monitoring of kidney injury and chronic kidney
disease in patients following allo-HSCT.

The dissertation is based on three original research articles and one case report. The clinical
studies included a total of 80 patients after allo-HSCT and a group of healthy volunteers. The
studies focused on the evaluation of selected urinary biomarkers of kidney injury as well as the
prevalence of anemia and CKD in the investigated populations. The final publication was a case
report emphasizing the importance of kidney biopsy as a diagnostic and prognostic tool in

patients after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.

In the original study entitled “One Novel Urinary Biomarker of Acute Kidney Injury in
Patients After Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation”, urinary RBP4
concentrations were evaluated in patients following allo-HSCT. The results demonstrated that
urinary RBP4 levels were significantly higher in transplant recipients than in healthy controls.
Moreover, RBP4 concentrations were significantly elevated in patients with stage 3 CKD and
showed a positive correlation with serum creatinine and a negative correlation with eGFR.
These findings suggest that RBP4 may serve as a sensitive marker of early proximal tubular
injury and facilitate the detection of subclinical kidney dysfunction before the development of

overt renal failure.

In the original study “Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin, but Not

Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell Transplantation”, urinary
14



concentrations of PENK, DKK3, and UMOD were analyzed for the first time in patients after
allo-HSCT. The study demonstrated significantly higher concentrations of all three biomarkers
in transplant recipients compared with healthy controls. PENK showed a significant inverse
correlation with eGFR, supporting its potential role as a sensitive marker of declining
glomerular filtration. Particularly noteworthy was the observation of higher PENK levels in
patients with eGFR below 60 mL/min/1.73 m?, suggesting its ability to identify individuals at
risk of CKD progression before conventional laboratory abnormalities become apparent.
Although DKK3 concentrations were elevated in the allo-HSCT group, no significant
associations were observed between DKK3 and kidney function parameters, indicating limited
utility of this biomarker in assessing renal impairment in this population despite its established
role in renal fibrosis. Elevated urinary uromodulin levels further confirmed the presence of
kidney injury in transplant recipients; however, no significant correlations were found between

UMOD and either eGFR or serum creatinine.

The third original article, “Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients”, evaluated the prevalence of anemia in transplant recipients.
Among 156 patients after HSCT, anemia was diagnosed in 13% of women and 35% of men.
Furthermore, more than half of the women with anemia and 17% of the men fulfilled the
diagnostic criteria for CKD. The study demonstrated a significant association between anemia
and impaired kidney function. As anemia is a well-established marker of advanced kidney
disease, our findings further highlight its prognostic importance in patients following both

hematopoietic stem cell transplantation and solid organ transplantation.

The final component of the dissertation is a case report entitled “Kidney Failure in the
Course of Focal Segmental Glomerulosclerosis in a Patient After Allo-HSCT—A Case Study
and Review of the Literature”. The report describes a patient with chronic graft-versus-host
disease (cGvHD) who developed nephrotic syndrome secondary to focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS), ultimately progressing to end-stage kidney disease requiring renal
replacement therapy. This case illustrates the complexity of nephrological complications
following allo-HSCT and underscores the crucial role of kidney biopsy in establishing the
diagnosis, assessing the extent of irreversible renal damage, and guiding therapeutic decision-

making.

In conclusion, the findings of this dissertation indicate that traditional markers of kidney

function, such as serum creatinine and eGFR, may not adequately reflect the early stages of
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kidney injury in patients after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. The
implementation of novel biomarkers in clinical practice, particularly PENK and RBP4, may
contribute to earlier diagnosis of post-transplant nephropathy and support the personalization
of nephroprotective strategies. Based on these results, further studies have been planned to

evaluate additional biomarkers of acute kidney injury in transplant populations.
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4. Wstep

4.1. Definicje i klasyfikacja ostrego uszkodzenia nerek

Ostre uszkodzenie nerek jest zespotem klinicznym o zréznicowanej etiologii, ktorego

rozpoznanie i stopniowanie ulegato istotnym zmianom na przestrzeni ostatnich dwéch dekad.

Pierwszg szeroko przyjeta klasyfikacja byta skala RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, End-
stage), zaproponowana w 2004 roku przez Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI). Oparto ja
na wzglednych zmianach stezenia kreatyniny w surowicy i1 oszacowanego przesgczania
ktebuszkowego (GFR) oraz na godzinowej diurezie w przeliczeniu na mase ciata, wyrdzniajac

trzy stopnie cigzkos$ci i dwie kategorie niewydolnos$ci nerek [1].

W 2007 roku Acute Kidney Injury Network (AKIN) zmodyfikowato kryteria RIFLE,
wprowadzajac m.in. kryterium bezwzglednego wzrostu stezenia kreatyniny o >0,3 mg/dl
(>26,5 umol/l) w ciaggu 48 godzin oraz zdefiniowato stadia AKI w krotszym przedziale

czasowym [2].

Obecnie standardem diagnostycznym jest klasyfikacja KDIGO (Kidney Disease: Improving
Global Outcomes), ktéra ujednolicita wezesniejsze definicje i1 jest rekomendowana zaréwno
w praktyce klinicznej, jak 1 w badaniach naukowych. Zgodnie z wytycznymi KDIGO z 2012
roku, AKI rozpoznaje si¢ w przypadku wystapienia co najmniej jednego z nastgpujacych
kryteriow: wzrost stezenia kreatyniny w surowicy o >0,3 mg/dl (>26,5 umol/l) w ciggu
48 godzin, wzrost st¢zenia kreatyniny >1,5-krotnie w stosunku do wartosci wyjSciowej w ciggu

7 dni lub diureza <0,5 ml/kg/godzing przez co najmniej 6 godzin [3,4].

Klasyfikacja KDIGO wyro6znia trzy stadia AKI: stadium 1 obejmuje wzrost kreatyniny 1,5—
1,9-krotny lub >0,3 mg/dl oraz diureze <0,5 ml/kg/godz. przez 6—12 godzin; stadium 2 definiuje
wzrost kreatyniny 2,0-2,9-krotny lub diureze¢ <0,5 ml/kg/godz. przez >12 godzin; stadium 3
obejmuje wzrost kreatyniny >3-krotny, stezenie >4,0 mg/dl (=353,6 umol/l), konieczno$¢
leczenia nerkozastepczego lub diurezg <0,3 ml/kg/godz. przez >24 godziny badZz anurig¢

>12 godzin [3].

Skale RIFLE, AKIN i KDIGO s3 stosowane w ocenie nasilenia AKI w badaniach
naukowych 1 praktyce klinicznej, a klasyfikacja KDIGO jest obecnie najczesciej
rekomendowanym narzg¢dziem oceny ryzyka i prognozowania powiktan. Skale przedstawiono

w tabelach 1-3.
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Tabela 1. Klasyfikacja cigzkosci ostrego uszkodzenia nerek wg KDIGO 2012

Stopien Stezenie kreatyniny w surowicy Diureza

1 wzrost 1,5-1,9 -krotny w stosunku do stezenia <0,5 ml/kg mc./h przez 6—
wyjsciowego lub 0 >0,3 mg/dl (>26,5 umol/l) 12h

5 wz?c’)s?: 2,0-2,9 -krotny w stosunku do stezenia <0.5 ml/kg me./h przez>12 h
wyj$ciowego
wzrost 3 -krotny w stosunku do st¢zenia

3 wyjsciowego lub kreatyninemia >4,0 mg/dl <0,3 ml/’kg me./h przez>24 h
(>353,6 umol/l) lub  rozpoczecie leczenia lub bezmocz przez >12 h

nerkozastepczego

Tabela 2. Kryteria RIFLE

Stopien

Stezenie kreatyniny w surowicy

Diureza

R —ryzyko

I — uszkodzenie

F — niewyd
L — utrata
czynnosci

E- schylkowa
niewydolnos¢

nerek

Cr 1 1,5-krotno$¢ wartosci wyjsciowe;,
GFR | 25%

Cr 7 2-krotnos$¢ wartosci wyjsciowej,
GFR | 50%

Cr 1 3-krotno$¢ wartosci wyjsciowej,

o
OMOSE " GFR | 75%, Cr 4,0

Utrata funkcji nerek trwajaca ponad 4
tygodnie, wymagajaca dializoterapii

Utrata funkcji nerek trwajaca ponad 3
miesigce
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Tabela 3. Klasyfikacja cigzko$ci ostrego uszkodzenia nerek wg AKIN 2007

Stopien Stezenie kreatyniny w surowicy Diureza

Wzrost ste¢zenia 0>0,3mg/dl lub 150-200% (1,5- <0,5 ml/kg mc./h przez 6—
2x) w stosunku do stezenia wyjsciowego 12 h

Wzrost stezenia kreatyniny w surowicy o ponad
2 200-300% (2-3x) w stosunku do stezenia
wyjsciowego

<0,5 ml/’kg me./h przez12 -
24 h

Wazrost stezenia kreatyniny w surowicy o ponad

300% (3x) w stosunku do stezenia wyjsciowego = <0,3 ml/kg mc./h przez
3 lub wzrost st¢zenia kreatyniny o 0,5 mg/dl >24 h

lub kreatyninemia >4,0 mg/dl (>353,6 umol/I lub bezmocz przez >12 h

lub rozpoczgcie leczenia nerkozastepczego

W zwigzku z wieloma definicjami zaréwno samego rozpoznania jak 1 roéznymi
kwalifikacjami zaawansowania choroby obserwujemy w literaturze rozbieznosci dotyczace

czestosci zachorowania na AKI oraz rokowania zwigzanego ze stopniem ci¢zkosci choroby.

4.1.1. Ostre uszkodzenie nerek u pacjentow po transplantacjach narzadowych

Ostre uszkodzenie nerek jest jednym z najpowazniejszych powiktan po transplantacjach
narzadoéw migzszowych, takich jak watroba, serce czy ptuca. Czgstos¢ wystepowania AKI po
transplantacji watroby siega nawet 40-50%, a u 7-10% pacjentéw wymagane jest leczenie
nerkozastepcze [5,6]. Po transplantacjach serca odsetek AKI wynosi okoto 30-35%, a w grupie
pacjentow pediatrycznych przekracza 60% [7,8]. Obecno$¢ AKI istotnie zwigksza Smiertelnos¢
wewnatrzszpitalna, wydtuza czas hospitalizacji i stanowi czynnik ryzyka przewlektej choroby
nerek, niewydolno$ci przeszczepionego narzadu oraz rozwoju choréb sercowo-

naczyniowych [9].

Wysoka czgsto§¢ AKI w tej grupie wynika z naktadania si¢ wielu czynnikow ryzyka, takich
jak niestabilno$¢ hemodynamiczna w trakcie zabiegu, wydluzony czas niedokrwienia narzadu,
zakazenia, powiklania  okolooperacyjne oraz nefrotoksyczne dzialanie lekow

immunosupresyjnych (takrolimus, cyklosporyna, inhibitory mTOR) i cytotoksycznych [10,11].
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4.1.2. Ostre uszkodzenie nerek u pacjentow po przeszczepieniu macierzystych

komorek krwiotwoérczych

Ostre uszkodzenie nerek jest czestym zjawiskiem, wystepujacym srednio u 55% pacjentow
po przeszczepieniu allogenicznych macierzystych komorek krwiotworczych. Ciezkie AKI III

stopnia wystepuje u ponad 8% biorcow [12].

AKI u pacjentow po HSCT (zarowno allogenicznym, jak i autologicznym) wystepuje
glownie w ciggu pierwszych 30 dni po zabiegu [13,47]. Wsrdd przyczyn nalezy wymieni¢ wiele
czynnikow, w tym zwigzane z choroba podstawowg, zastosowanym schematem
kondycjonowania, zakazeniami (zwlaszcza uogoélnione; posocznice), nefrotoksycznoscig
zastosowanej terapii  {cytostatykow, lekéw immunosupresyjnych), mikroangiopatiag
zakrzepowa lub zespotem lizy guza [13]. Choroby nerek moga takze stanowi¢ atypowa
manifestacje choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (ang. Graft-versus-Host Disease,

GvHD) [15].

Ostre uszkodzenie nerek jest powaznym powiktaniem, ktore predysponuje do nawrotow
choroby podstawowej, moze prowadzi¢ do przewlektej choroby nerek i1 schylkowe;j
niewydolno$ci nerek wymagajacej rozpoczgcia terapii zastgpczej nerek, a takze moze
skutkowa¢ zwigkszong liczba hospitalizacji 1 wyzsza Smiertelnoscig [16]. Rozpoznanie ostrego
uszkodzenia nerek wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia chordb sercowo-

naczyniowych, udaru mézgu, nadcisnienia t¢tniczego 1 osteodystrofii [17,18].

Wykazano, ze pacjenci, ktorzy przeszli cigzkie ostre uszkodzenie nerek wymagajace terapii

nerkozastepczej, sg narazeni na zwigkszone ryzyko nawrotu AKI [19].

Prowadzone sa badania nad profilaktyka, wczesnym wykrywaniem i wczesnym leczeniem
AKI w celu zapobiegania rozwojowi krotko- i1 dlugoterminowych powiklan. Badania
potwierdzity, ze poprawa czynnosci nerek w ciggu 48 do 72 godzin od wystgpienia AKI wigze
si¢ z lepszymi wynikami dlugoterminowymi w pordéwnaniu z ostrym uszkodzeniem nerek

trwajacym dtuzej niz 72 godziny [20].
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4.2. Biomarkery ostrego uszkodzenia nerek

4.2.1. Charakterystyka wybranych biomarkerow

W ostatnich latach coraz czgsciej podwaza si¢ przydatno$¢ oznaczania st¢zenia kreatyniny
jako glownego wskaznika diagnostycznego ostrego uszkodzenia nerek [21]. Kreatynina
wzrasta powoli, a jej poziom osigga istotne wartos$ci klinicznie dopiero po okoto 24 godzinach
od wystgpienia uszkodzenia [22]. Takie opoOznienie rozpoznania ogranicza mozliwos¢
szybkiego wdrozenia odpowiedniego leczenia 1 zwigksza ryzyko powiktan. W zwigzku z tym
intensywnie prowadzone sg badania nad nowymi biomarkerami, ktére pozwalaja na
wczesniejsze 1 bardziej precyzyjne wykrywanie AKI oraz przewidywanie dalszego przebiegu

choroby [23,24].

Biomarkery definiuje si¢ jako czasteczki biologiczne obecne we krwi lub moczu, ktore

odzwierciedlajg uszkodzenie okreslonych struktur nerek lub zaburzenia ich funkcji.

Ponizej scharakteryzowano wybrane biomarkery (patrz tabela 4) o duzym potencjale
diagnostycznym i prognostycznym, ktore poddaliSmy naszej ocenie w przedstawionych

pracach.

21



Tabela 4. Biomarkery AKI i PChN w transplantologii

Zrédio Mechanizm Kluczowe Czas wzrostu
Biomarker biolosiczne /lokalizacja zastosowania wzgledem
£ uszkodzenia kliniczne kreatyniny
Bialtk
e Bardzo wczesny
transportowe
. Wzrost w marker
wit. A, . Wzrost
filtracia moczu przy  uszkodzenia Kilkanacie
RBP4 ] uszkodzeniu = cewek, wrazliwy . [27,28]
kigbuszkowa, godzin przed
reabsorpcja w cewek e kreatyning
blizszych nefrotoksycznos¢
cewkach )
. lekow
blizszych
Peptyd Wskaznik .
Py Srazit Marker filtracji, Wazrost
prekursor CFR stabiln kilkanascie
PENK enkefalin, niezalezny . y . . [24,30]
. niezaleznie od godzin przed
stabilny we od masy . .
. o, . masy migsniowej  kreatyning
krwi mig¢Sniowe]
. . Akt j : .
Glikoproteina, ywadd Zwigkszenie
. szlaku e
wydzielana Wnt/p Marker widknienia = przed
DKK3 przez komorki . iryzyka progresji  przewleklymi [25,34]
kateniny, . .
cewek w Foces PChN zmianami
stresie P . y ) GFR
wiloknienia
Mark
Biatko : areet Niskie wartosci
. liczby .
wydzielane czvnnveh korelujg z utrata Spadek przed
UMOD przez cewki Y y nefronéw i P P [26]
. nefronow, utratg GFR
dalsze 1 petle . gorszym
uszkodzenia .
Henlego rokowaniem
przewlekte

4.2.1.1. RBP4 (biatko wigzgce retinol 4)

RBP4 jest niewielkim biatkiem transportujagcym witaming A (retinol), syntetyzowanym

gtownie w watrobie 1 wydzielanym do krwiobiegu. W warunkach prawidlowych swobodnie

filtruje si¢ w kiebuszkach nerkowych i1 ulega niemal catkowitej reabsorpcji w cewkach

blizszych. Uszkodzenie komorek tych struktur skutkuje zwigkszonym wydalaniem RBP4

Z moczem, co czyni go czulym markerem wczesnych zmian cewkowych, wyprzedzajacym
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wzrost stezenia kreatyniny [25]. Oznaczenie RBP4 jest rowniez przydatne do monitorowania
nefrotoksycznos$ci lekéw stosowanych w chemioterapii oraz immunosupresji po transplantacji

[27,28].

4.2.1.2. DKK3 (biatko Dickkopf-3.)

DKK3 to glikoproteina zaangazowana w regulacje szlaku Wnt/B-kateniny, odgrywajaca
istotng role w procesach stresu komérkowego, apoptozy i przebudowy tkanek. Wydzielana jest
przez komorki cewek nerkowych w odpowiedzi na uszkodzenie lub przewlekty stan zapalny.
Podwyzszone stezenie DKK3 w moczu wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wioknienia
migzszu nerek oraz progresji przewlektej choroby nerek. DKK3 moze by¢ uzyteczna zar6wno

w diagnostyce AKI, jak i w ocenie dtugofalowych nastepstw uszkodzenia nerek [25,34].

4.2.1.3. PENK (proenkefalina)

Proenkefalina jest stabilnym peptydem prekursorowym enkefalin, ktéry petni funkcje
neuroprzekaznika w uktadzie opioidowym. Jej stezenie w surowicy odzwierciedla szybko$¢
filtracji kigbuszkowej (GFR) 1 jest mniej zalezne od masy mig$niowej, wieku czy stanu
odzywienia pacjenta niz kreatynina [31]. PENK pozwala na wczesne wykrycie nawet
niewielkiego spadku GFR, co czyni ja szczeg6lnie uzyteczng w intensywne;j terapii i stanach
krytycznych [24,30]. Ze wzgledu na stabilno$¢ 1 powtarzalno$¢ pomiaru, proenkefalina jest

jednym z najbardziej obiecujacych biomarkerow do oceny czynno$ci nerek w stanach nagtych.

4.2.1.4. UMOD (uromodulina)

Uromodulina, znana réwniez jako biatko Tamma-Horsfalla, jest najobficiej wystepujacym
biatkiem wydzielanym do moczu przez zdrowe nerki. Produkowana jest w komoérkach cewek
dalszych 1 grubym ramieniu wstgpujacym petli Henlego [26]. Jej stezenie odzwierciedla
integralnos¢ oraz liczbe czynnych nefrondw. Obnizone stezenie UMOD moze wskazywac na
utrate czynnego miazszu lub uszkodzenie cewek, natomiast wzrost poziomu biatka moze by¢
zwigzany ze stresem komorkowym. UMOD jest obecnie traktowana jako marker wykrywajacy

wczesne, subkliniczne zmiany nerkowe oraz czynnik prognostyczny progresji PChN.

Kazdy z opisanych biomarkerow dostarcza informacji o innym aspekcie funkcjonowania
nerek — od uszkodzen cewek blizszych (RBP4), przez procesy wtoknienia (DKK3), po ocene
filtracji kigbuszkowej (PENK) 1 integralnosci nefronow (UMOD). Laczne wykorzystanie
wymienionych biomarkerow moze znaczaco zwigkszy¢ skutecznos$¢ diagnostyki
1 monitorowania chordb nerek, szczegdlnie u pacjentow po transplantacjach, u ktérych ryzyko
powiktan nerkowych jest wysokie [21,37].
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4.2.2. Znaczenie biomarkerow w transplantologii

U pacjentow po przeszczepieniach narzaddow migzszowych oraz po przeszczepieniu
allogenicznych krwiotworczych komoérek macierzystych ryzyko powiktan nerkowych jest
szczegllnie wysokie. Intensywne kondycjonowanie przed allo-HSCT zwigksza ryzyko ostrego
uszkodzenia nerek oraz przewlekltej choroby [14,47] a stosowane leki immunosupresyjne

(inhibitory kalcyneuryny, inhibitory mTOR) sg nefrotoksyczne [34,35].

4.2.3. Znaczenie biomarkerow w diagnostyce i monitorowaniu uszkodzen nerek

Biomarkery, ktorym poswigca si¢ w ostatnich latach wiele uwagi stwarzaja szanse na
istotne udoskonalenie diagnostyki oraz stratyfikacji ryzyka u pacjentow po przeszczepieniach

narzadow i komorek krwiotworczych.

Wykorzystanie RBP4 i PENK pozwala na wczesne wykrycie subklinicznych uszkodzen
cewek nerkowych lub spadku filtracji kigbuszkowej, zanim dojdzie do istotnego wzrostu
stezenia kreatyniny [23,24,26]. Biomarkery te moga by¢ szczeg6lnie przydatne w grupach

wysokiego ryzyka, np. u pacjentow leczonych intensywng immunosupresjg czy chemioterapig.

Wysokie stezenie DKK3 zwigzane z procesami wioknienia oraz niskie stgzenia UMOD
wskazuja na utrat¢ czynnych nefronéw 1 wigza si¢ z gorszym rokowaniem. Wykorzystanie
DKK3 i UMOD umozliwia prognozowanie progresji przewleklej choroby nerek, co miatoby

szczegblne znaczenie u biorcow przeszczepow nerki 1 watroby [25,26,34]].

Panele biomarkeréw umozliwiaja réwniez monitorowanie nefrotoksycznosci leczenia,
szczegllnie w odniesieniu do toksycznych efektow inhibitorow kalcyneuryny (takrolimus,
cyklosporyna) 1 chemioterapeutykow stosowanych u pacjentow po allo-HSCT [37,38].
Jednoczesne zastosowanie markeréw strukturalnych (np. RBP4, NGAL, DKK3)
1 funkcjonalnych (np. PENK, cystatyna C) pozwala na réznicowanie typoéw uszkodzen nerek
(hemodynamiczne vs. strukturalne), i stwarza szanse na precyzyjny dobor terapii i lepszg oceng

ryzyka powiktan [39,40].

W tabeli 5 podano przyktadowe obszary kliniczne, w ktérych mozemy zastosowa¢ wybrane

biomarkery w diagnostyce i monitorowaniu uszkodzen nerek u pacjentdow po transplantacjach.
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Tabela 5. Kliniczne zastosowanie biomarkeréw w diagnostyce uszkodzenia nerek

Obszar kliniczny Biomarkery Znaczenie kliniczne
Umozliwiajg identyfikacje
uszkodzenia cewek
Wcezesne [23,25,
RBP4, PENK proksymalnych Iub spadku GFR
wykrycie AKI ) o 26]
na etapie subklinicznym, przed
wzrostem kreatyniny
Koreluja z aktywnoscia
DKK3 (wysokie o
wtoknienia, utrata czynnych
Prognozowanie stezenie), ‘ . [27, 28,
nefronéw 1 gorszym rokowaniem,
progresji PChN UMOD (niskie . 36]
. zwlaszcza u biorcow
stezenie)
przeszczepow
Pozwalaja na wczesne wykrycie
Markery
Monitorowanie . toksycznosci lekow
uszkodzenia
nefrotoksycznosci immunosupresyjnych (takrolimus, [37,38]
cewkowego (RBP4, _ } y
leczenia cyklosporyna) i chemioterapii po
NGAL), PENK
allo-HSCT
Markery
Panel markeréw umozliwia
strukturalne: RBP4,
Roéznicowanie rozroznienie uszkodzen
NGAL, DKK3; .
typow uszkodzen hemodynamicznych od [39,40]
Markery ]
nerek strukturalnych, wspiera dobor
funkcjonalne:

Wezesne wykrycie uszkodzenia nerek u chorych po alloHSCT ma kluczowe znaczenie,
gdyz pozwala wdrozy¢ dziatania nefroprotekcyjne, zmodyfikowa¢ schematy leczenia oraz
zmniejszy¢ ryzyko przejscia w przewlekta chorobe nerek, co mogloby istotnie poprawic
rokowanie 1 jakos$¢ zycia pacjentow [24]. Przedstawione powyzej biomarkery: PENK, RBP4,
DKK3 i UMOD maja potencjal, by sta¢ si¢ integralnym elementem diagnostyki pacjentow po

transplantacjach, wypetniajac luke wynikajaca z ograniczen tradycyjnych markerow, takich jak

PENK, cystatyna C

kreatynina czy diureza [41,42].

leczenia i stratyfikacje ryzyka
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4.3. Niedokrwistos¢ jako klasyczny biomarker uszkodzenia nerek
u pacjentow transplantacyjnych
Niedokrwistos¢ jest jednym z najczesciej wystepujacych powiktan przewleklej choroby
nerek 1 stanowi od dawna uznany biomarker pogorszenia funkcji nerek. Jej wystepowanie jest
zwigzane z obnizong produkcja erytropoetyny, a takze zaburzeniami metabolizmu Zelaza,
przewlektym stanem zapalnym 1 dzialaniem lekéw immunosupresyjnych [43,44].
W przeciwienstwie do nowych biomarkeréw molekularnych, niedokrwisto$¢ jest wskaznikiem
pozniejszej fazy uszkodzenia narzagdu — jej obecno$¢ odzwierciedla trwale uposledzenie

funkcji nerek i spadek rezerwy czynnych nefronow.

Badania epidemiologiczne wykazuja, ze niedokrwistos¢ rozwija si¢ u ponad 50% pacjentow
z zaawansowang PChN 1 jest niezaleznym czynnikiem ryzyka hospitalizacji, pogorszenia
funkcji sercowo-naczyniowych oraz $miertelnosci [43,44]. W populacji pacjentdow po
transplantacji narzadéw migzszowych oraz po przeszczepieniu krwiotworczych komorek
macierzystych (HSCT) niedokrwisto$¢ jest czestym i zlozonym powiktaniem, wynikajacym
z potaczenia uszkodzen nerek, dziatania lekow immunosupresyjnych (m.in. inhibitorow
kalcyneuryny, mykofenolanu mofetylu, sirolimusu), chemioterapii i radioterapii stosowanych

w okresie przygotowawczym oraz powiklan infekcyjnych i immunologicznych [14,34].

4.3.1. Znaczenie niedokrwistosci w stratyfikacji ryzyka i monitorowaniu
pacjentow

Niedokrwisto$¢ odgrywa istotng role jako biomarker prognostyczny:

e po przeszczepieniu nerki jej obecnos$¢ wigze si¢ z gorszym przezyciem przeszczepu

1 wyzsza $Smiertelnos$cig pacjentow [45,46];

e po allo-HSCT niedokrwisto§¢ moze wskazywa¢ na powiklania wielonarzadowe

oraz toksycznos$¢ stosowanego leczenia [41,42].

Morfologia krwi obwodowej w praktyce klinicznej pozostaje podstawowym elementem
rutynowego monitorowania po transplantacjach. Kazde rozpoznanie niedokrwisto$ci powinno

prowadzi¢ do dalszej diagnostyki, obejmujacej mozliwe uszkodzenie nerek.
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4.4. Znaczenie biopsji nerki u pacjentow po HSCT

Biopsja nerki pozostaje kluczowym narzedziem diagnostycznym w ocenie powiktan
nefrologicznych po allogenicznej transplantacji komodrek krwiotworczych [13,49]. U pacjentow
po tym rodzaju procedury czgsto obserwuje si¢ zlozone uszkodzenia nerek — od ostrego
uszkodzenia, poprzez przewlekla chorobe nerek, az po zespdt nerczycowy [13]. W wielu
przypadkach ich etiologia pozostaje niejasna, a obraz kliniczny nie pozwala na jednoznaczne
rozpoznanie. Biopsja nerki umozliwia nie tylko réznicowanie poszczegdlnych jednostek
chorobowych, ale takze okreslenie zaawansowania uszkodzenia, co ma zasadnicze znaczenie

prognostyczne i terapeutyczne [49].

Znaczenie biopsji nerki u pacjentow po HSCT nie ogranicza si¢ jedynie do potwierdzenia
rozpoznania. Wynik badania histopatologicznego cz¢sto ukierunkowuje dalsze postepowanie
— od decyzji o kontynuacji leczenia immunosupresyjnego, poprzez wdrozenie terapii
biologicznych, az po przygotowanie chorego do transplantacji nerki [49,50]. Waznym
elementem badania histopatologicznego jest rowniez ocena ,,potencjalu naprawczego”, w tym
identyfikacja stopnia stwardnienia kigbuszkow oraz widknienia $rédmigzszu, co pozwala
unikng¢ stosowania agresywnej immunosupresji w sytuacjach, gdy zmiany strukturalne sa juz
nieodwracalne. Co wigcej, analiza materialu bioptatowego dostarcza informacji na temat
mechanizmow patofizjologicznych uszkodzenia nerek w tej szczegodlnej populacji, co moze

przyczyniac¢ si¢ do identyfikacji nowych biomarkerow chorob nerek [49,50].

Biopsja nerki pozostaje ztotym standardem w ocenie nefropatii po HSCT, umozliwiajac nie
tylko precyzyjne rozpoznanie, ale takze ocen¢ rokowania i dobor optymalnej terapii. Wigczenie
biopsji do standardowych procedur diagnostycznych w tej grupie chorych wydaje si¢ wazne

dla poprawy wynikoéw leczenia 1 jako$ci Zycia pacjentow
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4.5. Uzasadnienie polaczenia prac w cykl publikacyjny

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy tworza spdjny cykl prac poswigconych
diagnostyce i ocenie powiktan nefrologicznych u pacjentéw po allogenicznym przeszczepieniu
krwiotworczych komoérek macierzystych. Wspolnym elementem wszystkich badan jest ocena
czynnosci nerek oraz poszukiwanie metod umozliwiajacych wczesniejsze wykrywanie
uszkodzenia nerek i identyfikacje pacjentow zagrozonych rozwojem przewlekiej choroby
nerek. Poszczegdlne publikacje przedstawiaja problem z réznych perspektyw — od oceny
nowych biomarkeréw uszkodzenia nerek, poprzez analize klinicznych nastgpstw pogorszenia
funkcji nerek w postaci niedokrwisto$ci, az po znaczenie biopsji nerki w diagnostyce

zaawansowanych nefropatii potransplantacyjnych.

Osiagniecie naukowe przedstawione w rozprawie stanowi wklad w rozwoj diagnostyki
nefrologicznych powiktan transplantacji komoérek krwiotwdrczych. Dotychczas liczba badan
oceniajacych nowe biomarkery uszkodzenia nerek w populacji pacjentow po allo-HSCT byta
ograniczona. Przedstawione badania nalezag do nielicznych opracowan analizujacych
jednoczesnie proenkefaling A, uromoduling, Dickkopf-3 oraz biatko wigzace retinol 4
u pacjentéw po allo-HSCT. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedz¢ na temat wezesnej diagnostyki
uszkodzenia nerek oraz moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad zastosowaniem

biomarkeréw molekularnych w monitorowaniu pacjentow po transplantacji.
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5. Zalozenia i cel pracy

Celem pracy byta ocena warto$ci diagnostycznej wybranych biomarkeréw uszkodzenia

nerek, w szczeg6lnosci proenkefaliny A (PENK), uromoduliny (UMOD), Dickkopf-3 (DKK3)

oraz biatka wigzacego retinol 4 (RBP4), w populacji pacjentow po allogenicznym

przeszczepieniu krwiotworczych komoérek macierzystych (allo-HSCT). Szczegdlna uwage

poswigcono mozliwosci wykorzystania tych biomarkeréw we wczesnym wykrywaniu

subklinicznego uszkodzenia nerek, identyfikacji pacjentéw zagrozonych rozwojem przewlektej

choroby nerek oraz ocenie ich potencjalnej przydatnosci w monitorowaniu powiktan

nefrologicznych po transplantacji.

Prace tworzace cykl publikacji obejmowaty w szczegdlnosci:

1.

oceng stezenia biatka wigzacego retinol 4 (RBP4) w moczu jako markera uszkodzenia
cewek nerkowych oraz analize jego zwiazku z wystepowaniem przewleklej choroby

nerek i1 parametrami funkcji nerek u pacjentéw po allo-HSCT;

ocen¢ stezen moczowych proenkefaliny A (PENK), uromoduliny (UMOD) oraz
Dickkopf-3 (DKK3) u pacjentéw po allo-HSCT oraz analiz¢ zalezno$ci pomiedzy
stezeniami badanych biomarkeréw a parametrami funkcji nerek, w tym stezeniem

kreatyniny 1 warto$cig szacowanego wspotczynnika filtracji ktgbuszkowej (eGFR);

. analizg czestosci wspotwystepowania niedokrwistosci 1 przewlektej choroby nerek

u pacjentéw po transplantacji krwiotworczych komoérek macierzystych oraz ocene

zwiazku pomigdzy niedokrwistoscig a stopniem uposledzenia funkcji nerek;

przedstawienie przypadku zaawansowanego uszkodzenia nerek w przebiegu
ogniskowego segmentalnego stwardnienia ktgbuszkéw nerkowych (FSGS) u pacjentki
po allo-HSCT oraz ocen¢ znaczenia biopsji nerki jako narzedzia diagnostycznego

1 prognostycznego w nefropatiach potransplantacyjnych.

Uzyskane wyniki pozwolily na ocen¢ przydatnosci nowych biomarkerow w diagnostyce

uszkodzenia nerek po allo-HSCT oraz poszerzenie wiedzy na temat nefrologicznych powiktan

transplantacji krwiotwérczych komorek macierzystych.
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6. Prace tworzace cykl publikacji

6.1. One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in Patients

After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation
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ABSTRACT

Hematopoictic stem cell transplantation could be complicated by acute kidncy injury and chronic
kidncy discase. It may be duc o cither previous chemotherapy of cxposure 1o a vancty of nephio-
toxic drog or other canses. The aim of the stedy was o assess biomarkers of kidney injury in
jpaticnts al Jeast 3 months afier hematopoctic stem cell ransplantstion (HSCT) under ambulatory
care of the Hematology, Transplantation and Intcrmal Medicine Departmenl. We studied 80 prev-
alent paticnts aficr allopencic HSCT and 32 healihy volunicers to obtain mormal ranges of hio-
markers. In this cross-sectional study we assessed retinol-binding, prodcin 4 (RBP4), a biomarker
of kidncy injury in urine wsing commercially available assays. R was significantly higher in
paticnts aficr HSCT when comparned o healthy volunteers. When we divided patients scconding
o kidney function (below and over 60 mLAmin/l 72 m®), we foond that the concentration of
RBP4 was significantly highcr in 23 paticnis with chronic kidncy discase stage 3 comparcd o
paticnts with cstimated glomenular filiration (eGFR) over 60 mLmin/l 72 m®. In univasiale cor-
rclations RBP4 was positively related o serum ercatinine (r = 0H, P < 01) and inwerscly o
cGFR {r=—0.20, P < 05). Paticats aficr albogencic HRCT despite nomal or near normsal Eidney
fumction show cvidenee of kidney injury.

LLOGENEIC hemabopoistic cell mansplantation s Lthe

main and effective therapy for many hemalolopical dis
eames [ 1] DHowever, il shoulkl be remembened thail il may cawse
ety and late complications. Remal dysfimction is one of them
[2]. Acule kidney injury (AKT is one of the mos) commaon oom
phications associaled with TIBCT, with an incidence of 21% 1o
T¥% [3]., 3l depends on mamy faciors, including the underly
ing disesr and the metbod of conditionimg,.

The risk factws of AKI ane gmil versas bost disese
(GVIID, m=2 of mephroloxic medicalions, seprix, hepalic sim
soidal ohsinsction syndmme., Lemer bysis symdmme, brombaotic
micrangipathy amd bome mamow infision ioxicily [4].

Thiis is a seviues complication because il moreases moriakily
amd ihe risk ol developing chronic kidney diseaxe{CELY), and in
some caees leails 1o end siage renal disease [ 5].

Dhee i ihe above, reseanch is increasingly being conducted 1o
prevenl AKI and early implementation of trealmenl b prevent
have conlfi 1 bt i im kidney lenction within 48

Lol

0041-1 34520
hitps:fidoi.oep 0.1 016, rmnsproceed 202404013

o 7T bewars is associated with betler long lerm owloomes oom
pared 1o palisnis with scule kidney injury ksting hager Lhon
72 hours [6].

Al presenl serum creatinine (507) is the reference stamdard for
AKI dizgnosis, bul lacks semsilivily, and may be delayed im
mesponse o injury [T]. Therefore, we are looking [or mew
markers of kidney injury.

THE Al

In ithis oosx sectional sludy we assessed retinol binding, prolein
4 (RBP4}, a biomarker of kidney imjury in urine psing oommer
cially available auays.
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Table 1. Some Clinicall and Biochemical Parsmeters in HSCT Reciplents:

Courals ol Cicangs HacT
Age v) 43+ 10 48+ 14
Time: aficr imnsplantation {months) A 1023 & 50L&
Hemoglobans (gédL) 1387 & 0B 1287 & 199
Acuiie mryeinid boukeme () HA 43
Srnum creatnine OUBE & 036 L1 £ 0.ar
oiFH by CED-EP] (miimind1.72 m*) 069 & 120 TAE & 2MET
REF {ngiml} 576 {362, 14.37) 13315 {0344 413.5)
[Erythrooytuna (%) o n
Loukooyturia (%) o B2
e
- el
= gl
METHODS meitively pelaed 10 =rum oneatinine (r = 004, P < 01) and

We siodied B0 prevalent patients alier allogeneic TECT and 32
healihy wolanieers o obiain mormal ranges of biomarkers. We
siudied patiemls umder ambulalory care of lbe Tlemalology,
Transplaniation aml Inlernal Medicine Depariment a1 kst 3
memthe afier IIBCT. Climical and biochemical pammelers are
presenled in Table 1. For this susly, we assessed retimd binding
proleim 4 (REPY), a bismarker of kidney imjury in orise uxing
commercially availshlie uays.

RESULTS

The REFS in urine was signilicantly bigher in patients afler TISCT
when compared 10 healiby wob When we divided patienis
acomiing 10 kideey [nction (bekew and over &) ml/mim1.72
mi°), wee Foune bt concentration of REPY was significantly higher
in 2% patiemts with CKD siage 3 compaeed e patients wilh oGFR
over 6} mLAminf1.72 m” In mivariale comelations, REPS was

imverely o e0FR fr = —LHL, P < 05) {Tig. 1L

DISCUSSION

Acuie kidney imjury is an imporiant mulifactna] disease with
high musiality and numenus complications. I is imporant o
ymickly identify palieniz al risk of this complication amd quickly
implement appropriale resimenl [E]. One of e new bio
markers of AKIix tbe RBPS protein in urine.

Retimol binding prolean 4 is a small (~21 kDa) plasma pre
teim, first identified aml described by Masamitsy Kanoi in 1968
[9]. W ix an adipokine seoneied by variows lisues thal stoee reti
noids, mainly the liver (approximately HF%). RBPY is a princ
pall transparier of all trans retimd (vilamin A alcohol) [10]. This
low musbecular weighl prolein is easily fileed by ihe glomem
le= and reabsorbed For the most part in proximal heles. TG bos
heen proposed ax the best indicator of ishular dysundion, as a

Cormiaton batwser sene cresinre arc resncl orcing omter-AEIPS n MECT patects

P m , pelnn

24

F

creafinine (mgidl]
-

oo 150 Figd

LELTIE

% oo

asa A

30 Figure 1. Cordation between serum
oreatinine and RBP4,
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i neer peddmction in iwhular function may kad 1o increzsed BB
excretion [11]). RBP4 presents in urine al extremely kigh com
Tl abywe “normal mamge™) wien the proximal whales Gil 1o
reahsorh low midecular weghl profeins. i is a senstve mdica
lor of proximal wbukr damape. REPY may be am imficalor off
proximal iwhale damage noourring in many patbologies amd dis
eases such as primary glomemlar disease, AKIL DM2, renal cell
carcinoma (ROC), CKID, Fanooni syndoome [10].

Cowrmber Calero o all [11] Fusd thal he BBEPY amd KNG
peeins are identified ax the main responders o AK] amd showed
thal patiemis have a significanl incrsee im urinary RBP4 afler the
ol ol AKL and thal monilonng of BB ko a posilive mole i
AKL Falen Yemg e al. [7] exarmined the comcentration of EEPY
in senmn and aley comfirmed a positive comelaion betwesn s

Our ey koked 3 patients afler allo TESCT amd e that
RBPY in wrime was sigmificantly higher in patients afler TECT
when compared i healthy volunierrs and we [ound thal concen
tration of BB wax agnificantly ligher in 27 milienis wilh CKID
slage 3 companed o palients with eGFR over 6l milfmim/1.72
m”. The imporiance of new urinary biomarkens such ax RBM
memal injury afler TISCT should be emphoced. This prosvides
hope or rapid and effecive assesanent of kidney damage afler
TISCT and avoidance of the development of CET.

To sar knowledge, this is the fird such gudy in patients aller
hone marmow iransplaniation. Hlowever, thes: ae ol Lhe frd
studies in ransplasiology. In 203, Thesaka el al. [12] sheaed
thast wFBPY miighl Faclitale the identificaion of renal transplant
patients al higher risk of developimg grafl dysfunction in the
first year afler surgery. [lee Jung Jeon et al. [13] evaluabed the
association of urimary RBP4 with renal fumction and progres:
ziom ol renal fumciion in kidney ransplanl recipients (KTE:)L
Urimary RBP4 levels are associaled wilth renal function and
might be used o predicl rapid renal function declime in KTRs.

T weems (hal RBPY ix an imporiam) asd sensdlive marker of
kiclnery injury, il reguires furiber research io be able o inimduce
il il climical practice.
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6.2. Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin, but
Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem
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Abstract: Kidney injury encompasses a broad spectrum of structural and functional ab-
normalities, directly associated with stem cell transplantation. Acule kidney injury and
chronic kidney dsease represent perilous complications of hematopoietic sten cell trans-
plantation {(HSCT), with an elevaled risk of mortality and progression o end-stage renal
disesse. The early detection of these complications is, therefore, paramount, and research is
increasingly focused on the identification of novel biomarkers of kidney damage. Recently,
proenkephalin (PENK), a monomeric peplide that is freely filtered by the glomerulus and
thus reflects glomerular fltration very well, has been shown Lo be an additional useful
predictor of the occurrence of acute kidney injury and heart failure. Dickkopi-3 (DKEK3)
is a glycoprotein secreted by the remal tubular epithelium in response Lo stress and has
been implicated in the development of interstitial fibrosis. 1L has therefore been evaluated
primarily as a marker of fibrosis in chronic kidney disease (CKDY), but may also help predict
the development of acute kiney injury. Uromodulin is regarded as a renal marker. Previous
sludies have examined the potential of FEME, DEEK-3 and uromodulin as a biomarker in
individuals with preserved renal function. However, the urinary levels of PENK, DEK-3
and uromodulin in patients following HSCT have not yel been established. The objective
of the present aludy was bo assess urinary PENE, DEK-3, and uromod ulin concentrations
in patients who had been under ambulatory care of the Hematology, Transplantation and
Internal Medicine Department for a minimum of three months following HSCT, and o
investigate their correlations with kidney function, as reflected by serum creatinine and
eGFR. The study population comprised 80 patients who had undergone allogeneic HSCT
fior warious reasons, primarily hematological malignancies such as scute leukemias and
Iymphomas. In additicen, 32 healthy volunteers were included in order to establish normal
ranges for the biomarkers of interest. Urine concentrations of proenkephalin, DEK-3, and
uromd ulin were evaluated wsing a commercially available sandwich ELISA immunoassay.
Demographic and dinical data were refrieved from the palients” records. Stalistical analyses
were conducted using XLSLAT 2022 (Lumivero, Denver, C0, USA) and STATISTICAvIZ.0
[StatSoft, Tulsa, OH, USA). The resulls showed that PENK and DKK-3 levels were signifi-
cantly higher in patients after HSCT eompared to healthy volunteers. Furthermaore, when
patienis were divided according to kidney function (below and over 6 mL/min/1.72 m®),
it was found that the concentration of PENK and DEE-3 were significantly higher in
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23 patients with CKID stage 3 relalive Lo patients with elGFR over 60 mL min 1.72 mZ. In
univariate correlations, PENK demonstrated an inverse relationship with eGFR (= —021,
P = 0U05), while DKE-3 exhibited no significant correlation with crealinine or eGFR Patients
following, allogeneic HSCT, despite having normal or near-normal kidney funclion, ex-
hibited evidence of kidney injury. However, further research is necessary Lo ascertain the
clinical ulility of the novel biomarker.

Keywords: hemalopoietic stem cell transplantation; acute kidney injury; biomarkers;
chronic kidney disease

1. Introduction

In 1957, E. Donnella Thomas performed the world's first successful transplantation of
hematopoietic stem cells [ 1]. Since then, the procedure has been systematically improved
amd has now become a common life-saving, method. Currently, approximately 60,000 bone
marrow [ranaplants are performed worldwide each year for hematological diseases [2].

The bone marrow transplant procedure involves the infusion of healthy bone mar-
row stem cells and immune cells o replace diseased cells and cure malignant tumors
or hemalological disorders. The procedure is preceded by condilioning, ie., intensive
chemotherapy or chemoradiotherapy [3.4]. Three types of conditioning are use: myeloab-
lative (MA)} conditioning, reduced-intensity conditioning (RIC), and nonmyeloablative
(NMA). The goal of myeloablative condilioning & to completely destroy the recipient’s
bore marrow, with the intention of destroying the diseases developing in the bone marow.
Myeloablation is achieved in the case of acule myeloid leukemias, usually with busulfan
and cycosporine, which have established efficacy. Unfortunalely, the omst of this therapy is
significant tnxicity, which is why com petilive non-myeloablative stralegies and techniques
are sought. In the non-myeloablative procedure, lower doses of cytostatics are used, which
are tolerated by older patients and those with comorbidities, and the final effect of the en-
graftment s achieved thanks to appropriately applied immunosuppression. Bone marmow
transplants can be distinguished: autologous—in which case the stem cells are collected
directly from the recipient, and allogensic—which means that the cells are collected Ffrom
another person |5]. Stem cells are currently most often collected from peripheral blood by
apheresia. During the apheresis procedure, stem cells mobilized after the administration of
granulocyte growth factor are collected. Transplantation of cells collected from peripheral
blood is associated with faster reconstitution and a lower percentage of grafl rejection |&].
In certain cases (e.g., non-cancerous conditions), stem cells are collected directly from the
donor's bone marrow because transplantation of such cells is associaled with a lower rate
of graft-versus-host disease (GVHD) [7].

Thanks to modern treatment, the survival rale of patients after HSCT has increased sig-
nificantly, bul they are at risk of numerous complications. Kidney injury directly associated
wilh stem cell transplantation includes a wide range of structural and functional abnormal-
ities and is associated with increased morbidity and mortality. One of these complications
is chronic kidrey disease and acute kidney injury, which can lead to end-atage kidney
failure. Chronic kKidney disease may be secondary o chemotherapy and radiotherapy after
transplant, induding toxic conditioning and complications.

Acute kidney injury (AKI) occurs commonly after stem cell transplant, affecting 10—
73% of patients [2]. The risk of AKI after HSCT depends upon the type of lranaplantation
and conditioning regimen. Transplantation procedures affect both epidemiology and
kidney function outcomes. High dose chemotherapy together with tolal body irradiation
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In the recent studies Dicklopfd protein-DEE3 was suggested bo serve as the clinical
biomarker of renal damage and a prognostic biomarker for estimating the CKD risk pro-
gression. Urinary Dkk3 was an indicator of tubular injury and predictor of both short-term
glomerular filtration rate (GFR) loss as well as the long-term CKD progression, indepen-
dent from albuminuria or the underlying cause of CKD in humans [19-21]. It was also
demonstrated that elevated urinary D3 level was associated with an increased risk for
AKIand CKD following cardiac surgery [20,21].

The predominant protein in urine of healthy people is uromodulin, also known as
Tamm-Horsfall protein [22]. However, many studies in recent years have shown that both
urinary and serum uromodulin correlate with renal function, graft survival, cardiovascular
disease, glucose metabolism and mortality from all causes. Serum uromodulin correlates
with nephron mass, and is elevated in kidney transplant recipients in relation to initial
graft function [23]. It was reported that serum uromodulin was more sensitive in detecting
of early stages of CKD than serum creatinine, and cystatin C considered conventional
markers [24,25]. It was also suggested that uromodulin could serve as early biomarker of
fibrotic and atrophic renal injury [26].

The present study aimed to assess the presence of biomarkers of kidney injury in
patients who have undergone allogeneic HSCT at least three months prior to demon-
strate that patients who have received such a transplant, and who demonstrate normal or
near-normal kidney function, exhibit indications of kidney injury. The potential causes of
this injury may include comorbidities, prior chemotherapy, conditioning regimens, com-
plement activation, caleineurin therapy following HSCT, or the administration of other
nephrotoxic medications.

2. Results

PENK was significantly higher in patients after HSCT when compared to healthy
volunteers (Figure 1). In addition, CKD was present in 29% of the patients after HSCT
(23 out of 80). When we divided patients according to kKidney function (below and over
60 mL/min/1.72 m?), we found that concentration of PENK was significantly higher in
23 patients with CKD stage 3 relative bo patients with eGFR over 60 mL/min/1.72 m?. The
level of DKEK-3 was also significantly higher in patients after HSCT compared to healthy
volunteers (Figure 2).

PENK A (ng/mL)

22 X
3
25
2
15
1
05
0
Contral Group HECT

Figure 1. Proenkephalin A—PENK A in the control group and patients after HSCT—hematopoietic
stemn cell transplantation. Data given are means + 513 *** p = (U001,
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Figure 2. Dickkopf-3 (DEK-3) in the control group and patients after HSCT—hematopoietic stem cell
transplantation. Data given are means + 5100 % p = (05,

The: level of uromodulin was also significantly higher in patients after HSCT compared
to healthy volunteers (Figure 3). In univariate correlations PENK was inversely related to
eGFR (r= 021, p < 0.05) (Figure 4). No statistically significant correlations were found
between DKK-3 and serum creatinine or ¢GFR. Uromodulin was also not significantly
related to either serum creatinine or eGFE

Uromodulin {ng/mL)

150
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100
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o

Control Group

Figure 3. Uromodulin in the control group and patients after HSCT—hematopoietic stem cell
transplantation. Data given are means &+ 513 * p < 0105,
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correlation between PENK and @GFR in HSCT patients
= =025, p<0.05
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Figure 4. Correlation between PENK A (proenkephalin A) and estimated glomerular filtration rate—
e(:FR patients after HSC T—hematopoietic stem cell transplantation (shown with blue circles, solid
line—mean, dashed lines—coefficient interval).

3. Discussion

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the most effective therapy for the
treatment of a variety of hematological disorders, but is associated with a high risk of
organ tosicity.

In recent years, the topic of kidney injury in patients after bone marrow transplantation
has been discussed more and more often. Acute kidney injury predisposes to relapses of
the underlying disease, may cause chronic kidney disease, end-stage renal failure requiring
dialysis therapy. Thus, it may lead to an increased number of hospitalizations and mor-
tality [26]. Diagnosis of acute kidney injury is associated with the risk of cardiovascular
diseases, stroke, hypertension, osteodystrophy [27,25].

Due to the above, studies are increasingly being conducted to prevent AKI and early
implementation of treatment to prevent the development of short- and long-term compli-
cations. Studies have confirmed that improvement in kidney function within 48 to 72 h
is associated with better results in long-term follow-up, compared to patients with acube
kidney injury lasting more than 72 h [29].

It should be emphasized that so far scientists have not defined complete or partial
kidney regeneration after an episode of AKI in patients after HSCT [26,30]. In patients
after HSCT, the incidence of AKI is approximabely 55.1%, including severe stage 11T AKI
in 8.3% [31]. It has been confirmed that patients who have had severe acute kidney injury
requiring renal replacement therapy have an increased risk of recurrence of AKT [31]. AKTin
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patients after bone marrow transplantation (both allogeneie and autologous transplantation)
occurs mainly in the first 30 days afber the procedure. During this period, a higher risk of
developing AKI has been confirmed due to toxicity associated with conditioning regimens,
as well as the risk of developing sepsis and drug-induced kidney damage [32]. GVHD
disease is also a risk factor for AKL but it should be emphasized that this risk occurs more
than 100 days after alloHSCT [8]

CED is diagnosed in approximately 20% of patients six to twelve months after
HSCT [10]. It should be emphasized that CKD after HSCT has a multifactorial etiol-
ogy [10]. CKID is a serious long-term complication of HCT and is assodated with a history
of AKI [8]. Despite normal or near-normal renal function, there is evidence of renal injury
after allogeneic HSCT, which may be due to comorbidity, previous chemotherapy, condi-
tioning, complement activation, post-HSCT calcineurin therapy, other possible nephrotoxic
drugs, and so on [8]. The greatest decrease in elGGFR was observed within the first year after
transplantation (eGFR decreased from 98 mL/min/1.73 m? to 78 mL/min/ 173 m? after
1 year). It is worth noting that decreased eGFR was associated with a higher risk of mortal-
ity, although the eGFR level was stable after the initial decrease [18]. Our eross-sectional
study focused on PENK, a possible biomarker of renal infury, which was significantly
higher in both subgroups of patients with eGFR below and above 60 mL/min/1.72 m’.
These results provide a deeper understanding of this disease and allow earlier detection
of kidney damage. To our knowledge, this study is the first to highlight the importance
of urinary biomarkers such as PENK A in post-HSCT kidney injury. PENK A has also
been reported to reflect glomerular dysfunction in individuals with adequate and reduced
filtration rates, as a predictive marker of CKD [1833]. It was reported previously, that
PENE correlated with measured GFR (E? = 0.90, p < 0L0001) significantly stronger relative
to correlation between estimated GFR calculated using the MDRED formula (p = 0.06) and
endogenous ereatinine clearance (p = 0L08) [34].

Similar relationship was shown between PENK and GFR estimated using creatinine-
based formula or CKD-EPI race free formula [35-37]. In kidney transplant recipients with
steady renal state and 95 healthy kidney donors, PENK levels were inversely correlated
with eGFR (r= = 0.80, p < 0.001) [35]. As it was reported recently, PENK is increased in
impaired kidney function [38]. It was also stressed that PENK reflected kidney function in
patients with and without kidney disease, in critically ill patients independent of sex, age
and inflammation [¥9-41].

In one of the recent studies on PENK A, Tichy et al. [42] performed a prospective,
observational, single-center study on 6] patients undergoing cardiac surgery for a cardiopul-
monary bypass. They investigated whether PENK A could guide successtul liberation
from continuous kidney replacement therapy. They measured PENE Aat the time of diag-
nosis of AKI and at the initiation of and liberation from continuous kidney replacement
therapy. In the studied group 20 patients had AKI requiring kidney replacement therapy.
Then, they compared values of PENK A in the group liberated from kidney replacement
therapy (f = 11) versus continuing kidney support. (# = 9) They found that PENE A
levels in patients successfully liberated from kidney support were lower in comparison
with PENEK A levels in patients unsuccessfully liberated from continuous kidney replace-
ment therapy. Moreover, in this group liberated from kidney support urinary output was
significantly higher.

Tichy et al. [42] concluded that PENK Awas an emerging renal biomarker that is
promising for monitoring renal function and in additionally renal recovery. Similar data
came from the multicenter study performed by van Groote et al. [43]. They showed that low
PENK A was associated with an early and successful liberation from continuous kidney
replacement therapy in a cohort of eritically ill subjects. However, these observations came
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from a post hoe analysis. Concerning PENKE A levels in the study of Tichy et al. [42], they
were similar like in other publications [16,43,44]. Bullen etal. [45] in a nested biracial cohort
of 4400 participants among the REasons for Geographic and Racial Differences in Stroke
{REGARDS) in Unites States, searched for the assodation of PENK A with incident chronie
kidney disease and other kidney outcomes. They found that PENK A was associated with
CED progression in incident albuminuria in non-diabetic patients, whereas no associations
were found between incddent CKD and PENEK A

Finally, we discussed the role of PENK in perioperative and intensive cane setting, as
an emerging biomarker, as well as in chronic kidney disease [46,47].

While most studies have been focused on investigating PENE A in individuals with
AKl or CKD, PENK A levels and its deberminants in patients after HSCT were not assessed.
Since patients with CKD and AKI, commonly found after HSCT are susceptible to a rapid
decline in kidney function requiring even dialysis treatment, further validation of the
role of PENK A as an indicator of GFR is required in this setting. Assessment of PENK
A may offer the hope of a quick and efficient assessment of renal damage after HSCT
and avoiding the development of CKD. Shi et al. [48] published a systematic review and
meta-analysis on biomarkers of persistent acute kidney injury in 2025, They screened
31 studies from 2356 studies from various databases including Medline, PubMed, Embase,
and Cochrane and evaluated the diagnostic value of 7 biomarkers for persistent acube
kidney injury ie., urinary C-C motif chemokine ligand 14 (OCL14), tissue inhibitor of
metalloproteinase-2 and insulin-like growth factor-binding protein-7 (TIMP-2 and IGFEPT),
neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), plasma cystatin C (pCysC), soluble
urokinase plasminogen activator receptor (sulPAR), proenkephalin (PENK A) and urinary
dickkopf-3rurinary creatinine (uDKES3:uCr). They found that CCL14 had the best diagnostic
efficacy. On the other hand, PENK A, uDKE3:uCr, and suPAR were not included in the
meta-analysis due to a limited number of studies.

DEES3 as a stress-induced, renal tubular epithelial cell-derived, pro-Abrotic molecule.
It is a glycoprotein, which is expressed in the proximal tubules, and that is increased in
patients with declining eCGFR compared to patients with stable disease [49]. Recently data
sugrgest that urinary DEES is a sensitive indicator of ongoing tubular injury independent
of eGGFR and albuminuria [19,20,49]. In addition, it decreases in the period of ime patients
have stable disease [49]. DEKES levels are correlated with serum creatinine and eGFR
in patients with CKD [50], which makes it a promising marker to monitor progression
of disease. Moreover, DKK-3 was tested in different settings, in particular in cardiac
surgery and contrast media induced acute kidney injury, when time is kidney insult
is known [51]. It was concluded that urinary DEE3 was an independent predictor of
comtrast-induced-AKI even in the absence of overt chronic kidney disease [52]. Moreover,
preoperative urinary DKEKS is an independent predictor for postoperative AKI and for
subsequent loss of kidney function [50]. It was suggested that DKK-3 may serve as a
potential predictor for AKI [49] and increased urinary DKEK3S levels identified patients
at high risk for short-term CKD progression, regardless of the cause of kidney disease,
baseline kidney function and albuminuria [50]. In addition, urinary DKK3 was also
increased in 118 patients with biopsy proven diabetic nephropathy with normal kidney
function (GFR > 90 mL/min/1.73 m?) in cross-sectional study by Gonzdlez et al. [53].
Interstitial fibrosis on kidney biopsy correlated positively with DKK3, age, probeinuria,
as well as monoeyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and liver-type fatty acid-binding
protein (L-FABP). More interestingly, age, proteinuria, MCP-1, DEE3 and epidermal growth
factor (EGF), when included in multivariate the model, predict interstitial fibrosis surface,
accounting for 59% of the variability.
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Singh et al. [54] in their review paper discussed performance of several AKI biomark-
ers, including PENK and DEE-3 in surgical settings as well as their application to guide
patients” postoperative care. They described a variety of candidates potentially allowing
the earlier identification of AKI and thereby allow timely intervention. According to them,
presence of albuminuria, sulAR and DKEKS enhance the risk prediction of AKI in postopera-
tive setting. Xing et al. [55] performed a systematic review and meta-analysis on the role of
urinary DEEK3 and prediction of AKL They screened English databases (PubMed, Embase,
Cochrane, and WO5) and Chinese databases (VIT, WanFang data, and China Mational
Knowledge Inbernet) for this purpose. Finally, they included a total of 5 studies involving
2787 patients, 4 of them focused on contrast-induced acute kidney injury (CI-AKI) and
the remaining one focused on AKI associated with cardiae surgery. They demonstrated
that urine DEES had high diagnostic accuracy for AKL however, due to small number of
available studies for analysis, subgroup analysis was not performed. They advocated for
large sample size clinical studies to validate these findings.

Uromodulin as an early biomarker of fibrotic and atrophic kidney damage [25], serum
uromodulin could be a valuable tool for the early detection and monitoring of kidney-
related pathologies. In the Cardiovascular Health Study, serum uromodulin was found to
be more strongly associated with eGFR than was urinary uromodulin. In a separate small
cohort of 112 healthy living donors, there was no correlation between serum uromodulin
levels, measured glomerular filtration rate (mGFR) and ¢GFR, in contrast to findings in
patients with CKD [56]. Low urinary uromodulin levels have been shown to predict the
development of CKD over 9 to 10 years of follow-up [57], and the rapid decline in renal
function in CKD patients leads to progression bo end-stage renal disease within 1 year [58).
In two independent cohorts of the Framingham Heart Study and the Atherosclerosis Risk in
Communities Study, which focused on the incidence of CKD, elevated urinary uromodulin
concentrations preceded the onset of CKD [59,60].

In the recent study in the animal model of acute kidney injury Vonbrunn et al. [61]
showed a transient rise in serum uwromodulin in parallel with loss of uromodulin-positive
cells. They suggested that it was due bo a temporary release of uromodulin from destroyed
tubular cells into the blood. They used the model of ischemia /reperfusion for AKI and
model of uninephrectomy and 5/6 nephrectomy for CKD. They also concluded that rise in
serum uromodulin appears not as a marker of chronie kidney failure, but also reflect acute
loss of functional and cellular inbegrity of kidney epithelia in acube setting.

W fully recognize that our study is limited. Patients after hematopoietic stem cell
transplantation represent a very heterogeneous group of patients and it is therefore likely
that the results could have been influenced by a variety of confounding fackors. The
study was single-center. Therefore, the results may not be generalizable Moreover, we
acknowledge limitations related to external validity and data availability. We would like
to stress that we evaluabed patients at least 100 days after HSCT to exclude the effects of
conditioning regimen, AKI or nephrotoxic drugs e, gentamicin, amikacin, vancomycin,
amphotericin B, and foscarnet used in the early posttransplant period.

As data of our study on biomarkers after HSCT was accepted as the oral presentation
during The Transplantation Congress in Istanbul, Tirkiye 22-25 September 2024 and
abstract was published in Transplantation [62]. During the oral presentation discussion
wis 50 vivid and fruitful that prompted us to share our results in a form of full paper.

4. Materials and Methods

A study was conducted on B0 prevalent patients (40 females) who underwent allo-
geneic HSCT treatment in our center between 1998 and 2020 due to hematological patholo-
gies (acute myeloid leukemia, 7 = 34, acute lymphoblastic leukemia, s = 18, lymphoma
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# = B, other, i.e., myelodysplastic syndrome, # = 5, chronic myelomonocytic leukemia, n = 4,
chronic lymphoeytic leukemia, n = 4,aplastic anemia, # = 3, primary myelofibrosis, n = 2,
AL amyloidosis, st = 1, Waldenstrom macroglobulinemia, s = 1) and a control group of
32 healthy volunteers (16 females) o obtain normal ranges for biomarkers. HSCT from a
related donor was performed in 13 patients, while the remaining 67 patients underwent
allogeneic HSCT. The clinical and biochemical data are presented below in Table 1. In
the Table 2 some clinical and biochemical parameters in HSCT recipients in relation to
CED stage.

Table 1. Some clinical and binchemical parameters in HSCT recipients.

Control Group HSCT
Age (years) 49 1 10 45 1 14
Time after transplantation (months) MNA 103.3 1L 505
Hemaoglobin (g/dL) 1387 L 089 1287 1 1.99
Acute myeloid leukemia (%) MA 43
serum creatinine (mg/dL) 0.86 1L 035 1.1 1037+
eCFR by CKD-EPI (mL/min/1.72 m%) 96.9 1 13.0 7351 235"
Erythrocyturia (%) 0 11
Leukocyturia (%) 0 (.25

eGP R—estimated Elunu:lulur filtration rate; CEKD-EPI chironic kir]lu_"r dim.um:—epir]l:miuhﬁiml crllaboration;
*p o= 005, p < (U0, MA—nok available.

Table 2. Some clinical and binchemical parameters in HSCT recipients in relation to CKLD stage.

HSCT with eGFR > 60 (mL/min/1.72 m®) HSCT with eGFR < 60 (mL/min/1.72 m®)

Age (years) 46+ 10 50+ 17
Time after transplantation (months) 47 +43 119+ 52+
HEI.'I!lnglnbil‘l {g;"d L) 1301 £ 091 1203+ 101"
Acute myeloid leukemia w 7=
Acute lymphocytic leukemia 10 8
Lymphoma 4 4
serum creatinine {Il‘lg..l"d L) 095 + 021 1.55 + 030
eGFR by CKI-EPI (ml /min/1.72 m%) §5.28 + 16.42 46,10 & 78D
Erythrocyturia (%) 0 1
Leukocyturia (%) 0 625
PEMNE A I{ng,.-"mL} 257 + 043 290 044
DKK-3 (ng,/mL)) 4769 + 1325 49.15 + 14.65
Uromodulin (ng,/mL} 10177 + 2812 11970 + 2773+

HSCT—hematopoietic stem cell transplantation; PENE A—proenkephalin A; DEK-53—dickkopi=3; * p < 0005,
= p i

CED was defined according to KDIGO [63] as a set of abnormalities in the function or
structure of the kidneys characterized by symptoms lasting for a period of three months
or more, in which the glomerular filtration rate (GFR) is less than 60 mL/min/1.73 m?®
or greater, but with evidence of damage to the kidney structure. The main indicabors of
kidney damage are: albuminuria (presence of more than 30 mg of albumin in a 24-h urine
collection or 30 mg /g of albumin in an isolated urine sample corrected for urine creatinine
concentration), changes in imaging studies, hematuria, leukocyturia, histopathological
changes found in kidney biopsy, status after kidney transplantation [63]. GFR was estimated
using CKD-EPI formula based on creatinine |63].

The mean age of patients with acute leukemia was 48 years (induding acute myeloid
leukemia 52 years, acute lymphoblastic leukemia 38 years). The mean age of lymphoma
patients was 46 years.

In this cross-sectional study PENK A, a biomarker of kidney injury in urine was
evaluated wsing commercially available assay (Human Proenkephalin (PENE) ELISA
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kit) from SunRedBio, Shanghai, China. DEE3 level was assayed using Human Dickkopf
3 ELISA kit (Binassay Technology Laboratory, Shanghai, China, Cat. No. E2065Hu).
Uromodulin was assesses using human uromodulin (THP /UMOD) ELISA kit (Binassay
Technology Laboratory, Shanghai, China, (Catalogue Moo E4743HU), according to the
manufacturer’s instructions.

5. Conclusions

HSCT become a cornerstone therapy for many patients with hematological diseases,
however, it is associated with several adverse events including nephrotoxicity. The preva-
lence of CKD reaches almost 30% in this population. Specific biomarkers may be useful
in further planning of the therapy, appropriate chemotherapy selection, as well as type
of conditioning regimen and immunosuppressive protocol afber stem cell transplantation.
In patients after HSCT the early diagnosis of kidney failure is of utmost importance as
it is associated with worse outcomes. Nephroprotective strategies are crucial to prevent
development of CKD, a risk factor for increased morbidity and mortality.
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ABSTRACT

Hematopoietic stem cell tansplant (HSCT) is the treatment of choice in varous hematologic dis-
cases, and kidney transplantation (KTx) i the best therapy for end-stage kidney disease. Chronic
kidney disease (CKDY) occurs relatively often after both types of transplantations. Anemia after
both HSCT and K'Tx may be due to CKID and other reasons. This study aimed to assess the prev-
alence of anemia to CKIY in 156 prevalent patients after HSCT and 80 afier KTx. According to
the World Health Organization’s definition (hemoglobin <13 gfdl. for men and <12 g/idl. for
women), the prevalence of anemia in the stdied cohort after HSCT was 13% in women and
35% in men and for those after KTx, it was294% in men and 11%. Anemia in KTx was found in
46% of paticnts, whereas CKD was present in 53%. Afier HSCT, anemia was associated with
CKD in 36% of women and 17% of men. In K'Tx, ancmia and CKD was diagnosed in 219% of
patienis. Patients with anemia after K'Tx had significantly lower glomemlar filration mte (GEFR),
hemoglobin, and significantly higher creatinine levels. Age was related o the estimated GER
(eGFR; r= —039, P < 001) in patients who underwent HSCT and had anemia. In patients with-
out anemia, age was negatively related to eGFR (r= —0.56, P < 001) and the hemoglobin-to-
platelet count (r = (G2, P < 001). In KTx, hemoglobin was related to eGFR (r = 035, P <
001, and ape was related w oGER (r= —0030, # < 05). The type of induction therapy immuno-
suppressive regimen (anti-thymocyte globulin vs basiliximab vs no mduction) did not affect the
prevalence of anemia in the KTx population studied. Anemia is relatively common in CKD after
HSCT. In both CKLD and cocxistent ancmia, nephrology refemal is to be considered to optimize

therapy, including nephroprotection.

NEMIA i a common complication in organ and bonc
marrow transplant recipicnts and is asaociated with a deie-
rioration in the quality of life. s cticlogy is mubtifactorial.
According to the World Health Organization (WHO), ancmia is
hemoglobin (Hgh) concentration =12 gfdl. in women and
<13 gfdl. in men [1]. The prevalence of ancmia in the first
month aficr a kidney transplant (K'Tx) is 70% to 80%. The ratc
declines from 30% to 40F% at 3 months and 206% by 12 months
2] The cavscs of ancmia in paticnts wp to 3 months after KTx
may he surgery, graft dysfunction, iron deficicncy, and inade-
quate: crythsopoictin (EPO) production.
Howewer, over 3 months, we additionally observed the
impact of immunosuppressive drogs and other drogs (incleding

£ 2024 Elsevier inc. All nghls resenved.
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the renin-angiotensin-aldosteronc system), wiral infections, and
factors rclated to the organ donor [2-4]. Ancmia might be
detected in hone mamow ransplant recipicnts with normal or
impaired remal function. In the first year after hematopoictic
stem cell transplantstion (HSCT), ancmia is oficn duc o
delayed erythroid regencration and incffoctive EFO stimulation
of crythroid progenitor cclls [5]. In paticats post-HSCT with
chronic kidncy discase (CKD), ancmia may ncsult from
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insufficicat production of cndopenous EFO and impaired bonc
marmow reaponse to EPO, which is controlled by wemic woxins
and inflammeation [6]. Other canscs of ancmia after HSCT may
be the reactivation of latent viral or new viral infoctions
aoquincd becawse of blood ransfugion, & well & grafi-we-host
dizcasc and thrombotic microangiopathy [ 7). This sisdy aims to
smacss the prevalence of ancmia and its possible relationship to
the prescnce of CKID in paticnis at least 3 months afier HSCT.
Wiz comparcd the results to paticnts with ancmia after KTx.

PATIENTS AND METHODS

In thiz stody, we deseribed 156 paticnts who had bone marmow
transplantation from 1998 to 2021 in the Department of Hema-
wlogy, Transplantation, and Intcrnal Discase doc o different
hematodogic pathologics and 80 paticnts who onderwent KTx
from 2028 to 2021 in the Depantment of General, Vascular and
Transplant Surgery Medical University in Warsaw, Poland. We
sacsaed Hegh concentration and kidncy function at least 3
mionthe aftcr hone marmow transplantation and KTx. Ancmia
was defined according o World Health Organization critcria
[#]). CEID» was defined as a persistent decrease in catimated glo-
momlar filiration ratc (cGFR) to <60 mLfmin/l .73 m® ar the
presence of other ahnormalitics according to the definition of
EMGO (Kideey Discase Improving Global Owtcomes) [9).
Pour paticnts reccived indwction therapy with thymoglobulin at
a dosc of 1.5 mg'kg per body weight (BW) for =3 conscoutive
days. Induction was performed with basiliximab in 2 doses of
A0 mg at days 0 and 4 in 30 paticnts. The immunosuppressive
regimcn of prevalent paticnts consisied of tacrolimos in combi-
nation with mycophenolate mofietil and steroids. All maintsined
sufficicat and stable graft function, showed no climical signs of
rejoction, and no inflammation. Blood was drawn in the naom-
ing whcn paticnts appeared for routine office asscasment aficr
an overnight fast The CKD stages were defined according to
EMMGO guidclines [9]. Complete blood count, creatinine, and
urinalysis were studied by standard laboratory method in the
central laboratory of the hospital. The local Frhical Commitice
approved this study in agroement with institutional gusdelines.
‘The: Erhical Commitice waived informed consent duc to the et-
roapoective and non-intcrventional natare of the sdy.

Drata were cxpresscd a8 means + 5D, The data given were
analyred wsing Seatistica version 1300 compuoter softwarc.
Examining the distriboton normality of varishles was donc
using the W Shapiro— Wilk test Measorements mormally dis-
tributed are reported a8 mean + S0, and non-nomally distrib-
uted data anc cxproesscd a8 a modian and minimal-meaximal
valuc. The Mann— Whitncy rank sum U test or Stodent’s 1 test
wis wsed in statistical analysis @ compane differemecs between
groups with P < 05 considered suatistically significant when
appropriate.

RESULTS

Tahle | prescnis the clinical and biochemical paramctens. Anc-
mia wat disgnosed in 13% of women and 35% of men aficr
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HSCT. In 56% of women and 17% of men, ancmia was associ-
ated with CKD as defined by BKDIGD [9). Ancmia was diag-
moged in 46% of KTx paticnts (62% of men). OF kidoncy
allograft recipicniz, 53% had CED (52% of men). Ancmia was
diagnozed in 0% of kidocy allograft recipicnis with CKD
(48% of men). Ancmic paticnts after HSCT had significantly
lower GFR, red blood cell, and Hegb counts. Ancmia and CKD
were diagnosed in 21% of KTx paticnis. Ancmic paticnts aftcr
KTx had significantly lower GFR and Hgh and significantly
higher creatinine levels. In HSCT paticnts with ancmia, age
was nelated to the ¢GFR (r= 039, P < 001). In paticnis with-
out ancmia, spe was negatively related o oGFR (r = 056, P
< (1) In KTx paticntz, Hgh was related to oGFR (r = 035,
P 000) and age related o oGFR (r = <020, P < 05). The
type of induction immonesoppressive regimen (ant-thymocytc
globulin v hasiliximab v no indwction) did not affect the prev-
alence of ancmia in this popolation sisdiced.

DISCUSSION

T our knowledge, this was the first report on the prevalence of
ancmia in HSCT compared with kidncy allograft recipicnts in
rclation to CKD in the carly post-transplant period. The prova-
lence of ancmia in the population sodicd was nelatively high at
20%. Nonc of the paticnis roocived EPO-stimulating agents,
mainly due to reimborsement regulations (oGFR <45 mlfmin
in paticnts with diahctes, ¢GFR <30 mlfmin in those wiithout
dizbetes with preroquisite inon repletion, without acute infic-
tionfinflammation, cic. ). Paticnts with ancmia had worse kidney
function, a8 reflocted by lower ¢GFR and creatinine clearanoe
and higher scmum creatinine. A substantial nomber of paticnis
afier HSCT cxhibited some impairment in kidney function. The
following factors may contribute to the ancmia in this popula-
tion: increased circulating cytokincs, hemodilotion, ron defi-
cicncy, uee of angistensin-conventing cnzyme inhibitors, renal
dysfunction, poor nutrition, of decreased bone marmow perfio-
sion [5,6] Paticnts with ancmia gencrally have stage 3 CKD
(i, cGFR <60 ml/min). This is similar to renal allografi rocipd-
cats, where the most underlying canse of ancmia is allografi
dysfunction. Onc should remember that the antimetabolitcs aza-
thioprine and mycophenolate mofetl and mycophenolic acid
cans: marnow  suppression and cam also result in ancmia
[10,01]. Additional capscs of ancmia after HSCT could be
cither latent of new viral infections reactivation, grafi-ve-hast
discase, thrombotic microangiopathy, and dmgs toxic o the
one mamrow regardicss of renal function | 12].

In the preseat study, the prevalence of ancmia was 44%, zim-
ilar to the study by Obomi et al. [ 13], where ancmia was likely
to be associated with graft failore doe to intcraction with allo-
graft function. In kidncy transplant recipicnts, ancmia could be
due o due to intrasperative blood loss, repeated postoperative
blood tests, infoction, mjection, delayed rocovery of trans-
planted kidncys, dmgs, and other factors, and the incidence of
ancmia remaing high in this popalation [ 14,15]. Indeed, the inci-
dence of post-transplant ancmia decreased significantly as kid-
ncy function improved after traneplantation. The prevalence of



Table 1. Clinical and Biochemical Characleriztics of Paients Afer HSCT and Kidney Transplan] Recipienis

HECT HECT anomic Kix K.Tx ancmic
n=156 n=42 n=E0 n=37
Ay (y) 51415 47 17 47+ 14 A7+ 14
Wormen, n (3} 62 [44) 17 (40) 31 (33 14 (38}
Crealirine (mg/dL) 112 + 076 1134 0.38 158 4+ 1.19° 179+ 051
&GFF (CKD-EM lomniila, mlimint 72 i) TRT 42332 7924 283 57.50 4 22.37" 4587 4 15.15"
CKD [3&) 22 24 52 60
Hal L) 13.26 4 1.85 11.30 & 1.76° 12.08 4 2 33 1085 + 122
MCV IL 96.00 & 628 96,50 & 680 9281 4 547 89274284
Adwimia [(5) 26 100 48" 100

Collaboratice; Hgh, hemmoghobin; MGV, moan oonuscular
F o 001 KTxvs HSCT.

P = 05 anemic vs folal.

P« 0 ancmic vs oial

P« 05 KTy ws HSCT.

P« .M KTe ws HEGT

ce--.8

post-transplant ancmia at 1, 3, 6, and 12 months aficr KTx has
been reported as 84.3%, 39.5%, 26.2%, and 21.6%, respoctively
[16:]). However, in the retrospective study from Sandi Arabia
with 145 adult kidocy transplant recipicnts, the prevalence of
carly poat-transplant ancmia was 83% [17). A recent shody in
Saudi Arabia cetimaied the prevalence of post-transplant anc-
mia to be about 409 [18). In paticnts with CKD and ancmia,
the introduction of ancmia therapy, including EPO stimulating
agents, hypoxia-inducible factor prolyl hydroxylase inhibitors,
and iron should be congidered, a8 presented in a peccent paper
from KIMGO Controversy Conference on nowel ancmia thera-
pics in CKID [19]. However, as obscrved by Tang cf al. [20], mo
randomized controlled wial using hypoxiz-indocible factor
prodyl hydmxylase inhibitors has been designed for kidney
chrome P450 cnzymes, possible dmg intcractions in kidney
transplant recipicnis shoald aleo be carcfully cvaluated.
Ancmia is a commdan finding in paticnts afier HSCT and afier
KTz, oftcn unrccognized and undenreated (the lafter mainly
duz to reimborsement reatrictions). It is most often related to
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Abstract

Mephrotic syndrome is a rare complication of allopencic haematopoictic stem cell transplantation (alloHSCT). Its patho-
penesis is not fully understood. Membranous nephropathy and minimal change disease are the most common causes of
nephrotic syndrome. Nephrotic syndrome occurs more frequently in people with chronic graft-versus-host disease (GvHIN).
Glucocorticosteroids and cyclosporine are the most commaon treatments, but their use is associated with the risk of side
effects and variable responses. We present a case of a patient after alloHSCT with advanced GvHD who developed nephrotic
syndrome resistant o immunosuppressive treatment. Additionally, when her kidney function deteriorated, she required kidney
replacement therapy. We would like to emphasise the importance of kidney biopsy as a tool for determining the extent of
kidney damage and the possible response to therapy.

Graphical abstract
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Introductlon

Hacmatopoictic stem cell transplantation (HSCT) s the maost
effective treatment for patienis with various hacmatologi-
cal diseases. However, it may lead to several complications,
including kidney dizsease [ 1]. Renal dysfunction, includ-
ing acule kidney injury, chronic kidney disease (CKID),
and nephrotic syndrome, may complicate allogenic HSCT
{alloHSCT), and is associated with high morbidity and mor-
tality |2]. Management of these renal complications is cru-
cial as they can significantly impact the overall prognosis
and quality of life of patients undergoing HSCT. Early iden-
tification and intervention are essential to mitigate the risks
associated with renal impairment and optimise therapewtic
outcomes. Dptimizing therapeutic outcomes requires a mul-
tidisciplinary approach, involving nephrologisis, oncologists,
and transplant specialists, to ensure comprehensive care.
Regular monitoring of kidney function, alongside tailored
interventions, can help address the complications associated
with kidney discases in these patients. This collaborative
effort not only enhances patient safety but also contributes
to improved long-term survival rates and overall well-being.
Furthermore, education and support for patients and their
familics regarding renal health can empower them to play
an active role in managing their condition throughout the
treatment process. By fostering a strong partnership between
healthcare providers and patientz, individuals can better
understand their treatment options and make informed deci-
sions. This proactive approsch not only facilitates adherence
to prescribed therapies but also cultivates a sense of com-
munity and support that iz vital for navigating the challenges
of kidney discase. Nephrotic syndrome afier alloHSCT is
rare, usually diagnosed 612 months post-transplant, with
membranous nephropathy being the dominant manifestation
[3]. The actiology and pathogenesis of nephrotic syndrome
are unclear. However, nephrotic syndrome can be associated
with graft-versus-host disease (GvHD) andfor with condi-
tioning regimens consisting of irradiation before HSCT | 3].
Data on kidney pathology following HSCT come primarily
from the paediatric population and are very limited. Below,
we present the clinical case of a patient who underwent
alloHSCT for acute myeloid leukaemia, later developing
secondary nephrotic syndrome and advanced kidney failure
requiring kidney replacement therapy in the form of hae-
modialysis. This case highlights the potential renal com-
plications associated with HSCT, emphasising the need for
careful monitoring and management of kidney function in

&1 Springer

these patients. Further research is exsential to elucidate the
underlying mechanisms and improve cutcomes in individu-
als experiencing similar complications.

Casereport

A 3-year-old woman who underwent alloHSCT in 2000
was admitted to the Department of Nephrology, Dialysis and
Internal Diseases in March 2021 due to increasing proteinu-
ria and worsening kidney function. A significant increase in
protcinuria had been obscrved in the 3 months prior to hos-
pitalisation. In 2010, she was diagnosed with acute mycloid
leukaemin. She underwent an allopencic bone marmow trans-
plantation from her brother. After the alloHSCT, the paticnt
developed severe GvHD, with eye, lung and joint involve-
ment. Mephrotic-range proteinuria had been observed since
201 1. The paticnt was under outpaticnt hacmatology care
from 201 1. She was not referred for a nephrology consult
despite onset of proteinuria. Later she declined a nephrology
work-up when proposed. Nephroprotection with ramipril
was introduced by a haematologist, and proteinuria slightly
declined. In March 2021, creatinine concentration was
I 4-1.6 mg/dL., albumin was 2.5 g/dl., and total protein was
3 pfdL.. At the same time, immunological testing revealed
negative antinuclear antibodices, antineutrophil cytoplasmic
antibodies, antibodies against double-stranded DNA, and C3
and C4 complement components within the normal range.
Protein excretion in a 24-h urine collection exceeded 12 g
Cenetic lests were not performed due to a history of chronic
GwvHD and the negative family history for kidney discase.
Due to heavy protcinuria and clevated serum creatinine
{1.4-1.6 mgfdL}, she was referred to our department for fur-
ther work-up. A kidney biopsy performed on March 24th,
2021, was complicated by a haematoma. The biopsy sample
size consisted of eight glomeruli. The results of the biopsy
were as follows: six out of eight glomeruli in the biopsy
were sclerotic, the interstitium revealed moderately diffuse
infiltration and moderastely diffuse fibrosis, tubules showed
moderately diffuse tubular atrophy, arterioles had moderate
arterial wall hyalinosis, staining for amyloid was negative.
Immunofiuorescence showed only sclerotic glomeruli, and
staiming for IgA, IgM, IgG, Clg. C3, x, Alight chains and
fibrinogen was negative. The conclusion drawn from light
microscopy was that due to 6 of B glomeruli being sclerotic,
and immunofivorescence not adding new data to the dingno-
sis because of a lack of non-sclerotic glomemuli, the biopsy
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was considered to be of very limited valuc. Kidney biopsy
with both periodic acid-Schiff staining and silver staining
are presented in Fig. 1. Electron microscopy revealed carly-
stage segmental glomerulosclerosis and significant podo-
cyte damage (podocytopathy) based on only two glomeruli
(Fig. 2). The full description of the clectron microscopy
examination based on sections through two glomeruli is as
follows: Capillary loops were of wide calibre. Basement
membranes of the capillary loops were of normal thickness.
There was a slight increase in mesangial cells and matrix.
Podocytes were less numerous, and their foot processes were
flattened along most of the basement membrancs, with scg-
mental preservation.

The patient later declined a repeat biopsy. Based on the
clinical picture and kidney biopsy findings, the nephro-
pathologist’s report stated that there was a high probability
of focal segmental glomerulosclerosis (FSGS).

In May 2021, prednisonc (1 mg/kg) and ruxolitinib were
initiated. Ruxolitinib was added by a hacmatology specialist
as the nephrotic syndrome and FSGS were belicved to be
secondary to chronic GvHD.

Initially, a promising response was observed with a slight
reduction in proteinuria, as well as a decrease in creatinine
levels, and amelioration of peripheral ocdema. However,
when we tried to taper the prednisone dose, both proteinu-
ria and creatinine levels increased. Mycophenolate mofetil
(MMF) was then added without significant improvement

Fig.1 Kidney biopsy with both Periodic acid-Schifl (PAS) staining
and silver staining wilh full description of the biopsy findings in the
text. A PAS staining bordertine changes, preserved glomerular stroc-

in proteinuria, followed by a switch to cyclosporine A
(CsA), with likewise no cffect on proteinuria. Additionally,
duc to hypogammaglobulinacmia, she continued regular
immunoglobulin infusions and erythropoictin-stimulating
agents (ESAs) were administered for the treatment of severe
anacmia. Over the following 6 months, till December 2021, a
gradual rise in serum creatinine was observed while protein-
uria increased gradually and exceeded 20 g in the 24-h urine
collection. Exacerbation of ocdema required loop diuretic
up-titration. She was admitted to our department in August
2022 with the following data creatinine, 4.4 mg/dL; urca,
74 mg/dL; pH, 7.28; HCO;, 17 mmol/L; K, 4.89 mmol/L;
haemoglobin, 6.8 g/dL (despite ESA therapy); albumin,
1.9 g/dL; total protein, 4.4 g/dL: and spot protcinuria,
1527 mg/dl.. Physical cxamination revealed massive ocdema
in the lower limbs, signs of iatrogenic Cushing's syndrome,
and numerous wheezes over the lung fields. Diurctic therapy
was intensified (intravenous administration) and packed red
blood cells were transfused. Due to the lack of improvement,
persistent symptoms of overhydration, and worscning kid-
ncy function, kidncy replacement therapy was indicated. The
first hacmodialysis (HD) was performed on 30th August,
2022 after the implantation of a tunnelled cuffed catheter.
She started regular dialysis three times a week, resulting in
a significant improvement in clinical status, disappearance
of shortness of breath, and reduction of oedema. Hacmoglo-
bin increased to 1011 g/dL.. Ruxolitinib was discontinued

ture. B silver slaining bordertine changes, preserved glomerutar struc-
ture. C PAS staining segmental glomerular sclerosis. D silver slaining
segmental glomerular sclerosis
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Fig.2 Electron microscopy examination based on sections through two glomeruli with full description of the biopsy findings in the text (calibre
of capillary loops given in nm)

following a hacmatology consult, and steroids were gradu-
ally tapered. The most likely cause of the patient's nephrotic
syndrome and progressive kidney failure was chronic GvHD.

In January 2023, the patient undcrwent evaluation for kid-
ney transplantation. The possibility of a living-related trans-
plantation from her brother (stem cell donor) was discussed.
Finally, kidncy transplantation from a cadaveric donor was
performed on 30th August, 2023.

Discussion

Nephrotic syndrome is a rare complication of bone mar-
row transplantation but should always be considered,
especially when peripheral ocdema increases and kidney
function deteriorates. Nephrotic syndrome is typically
diagnoscd approximately 6—12 months after alloHSCT.
The incidence in adults is estimated to range from 0.37
to 6.1% [3]. In patients undergoing allogencic bone mar-
row transplantation, the most common pathologics caus-
ing ncphrotic syndrome are membranous ncphropathy
(MN) and minimal change discase (MCD) |2]. To confirm
nephropathy, a kidney biopsy is usually nccessary. In a
study by Luo et al. |3], nephrotic syndrome was found in 9
of 257 patients who underwent alloHSCT. The 5-year inci-
dence was 3.5%, with average onsct occurring 225 days
after transplantation. Among paticnts treated for chronic
GvHD, ncphrotic syndrome was diagnosed in 7 patients
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more than 3 months after alloHSCT |3]. In a recent study
by John et al. |4], kidney biopsy was performed on 19
allogenic and 5 autologous HSCT recipients out of 2930
paticnts who underwent HSCT at the Department of Neph-
rology and Hacmatology at Christian Medical College,
Vellore, South India, between 2005 and 2020. Among
allogenic recipients, two clinico pathological patterns
were found: thrombotic microangiopathy (TMA, 12/19
|63%]) and nephrotic syndrome, 7/19 [37%]. Of the 7
patients with nephrotic syndrome, MN was observed in 4
(57%) and MCD in 3 (43%). These paticnts were primarily
treated with steroids, while MMF was used as second-line
therapy. The authors noted that kidney biopsy was usually
performed in HSCT paticnts with a strong suspicion of
renal GvHD, such as concomitant GvHD at other sites,
renal dysfunction, or proteinuria occurring after the dis-
continuation of GvHD prophylaxis.

In another study involving 1198 children after HSCT for
cither malignant or non-malignant conditions, 25 children
underwent kidncy biopsy |5]. The main pathology findings
were mesangial proliferative glomerulonephritis (MPGN)
and FSGS. Only three children had nephrotic-range pro-
teinuria. Four children in this cohort had kidney injury
prior to HSCT and their renal pathology showed FSGS and
tubulointerstitial nephritis. After alloHSCT, 13 of these 25
pacdiatric patients exhibited evidence of GvHD, including 9
with acute GvHD and 4 with chronic GvHD, mostly involv-
ing the intestine, skin, and/or liver. In the only case of FSGS
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following HSCT for severs aplastic anacmia, no acute or
chronic GvHD was observed |6].

A published case report discussed FSGS as 8 complica-
tion of GvHD in a 54-year-old man with multiple mycloma
undergoing HSCT from a human leukocyle antigen-iden-
tical sister [7]. In a more recent study, Yap et al. |8] ana-
tysed clinical and histopathological data from patients who
developed de novo glomerular discases after HSCT, with
31 of 2222 patients (1 4%) showing de novo glomerular dis-
eases after 1 mean duration of 2.8+ 2.7 years post-HSCT.
Histopathological diagnoses included TMA (3B.7%), MN
(25.8%), MPGN (12.9%), MCD (9.7%), FSGS (9.7%), and
membranoproliferative glomerulonephritis (3.2%). Beyar-
Katz et al. |9] analysed | 16 cases of nephrotic syndrome
diagnosed post-HSCT performed between 1988 and 2015,
and found that the onset of nephrotic syndrome was associ-
ated with scute or chronic GvHD in 87.2% of cases. MN
was the most frequent pathology (63.5%), followed by MCD
19%).

Glomerular diseases are an important complication in
patients undergoing HSCT, affecting approximately 1-2%
of all HSCT recipicntz, reaching up to TO0—1400 cazes per
vear worldwide. GvHD is currently considered the dominant
actiological factor for nephrotic syndrome afier HSCT [10].
There is likely a cansal relationship between cytomegalo-
virus infection, exposure o radiations, and the occurmence
of haemolytic uraemic syndrome. It should be emphasised
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that nephrotic syndrome may be one of the symptoms of
chronic GvHID and is usually diagnosed afier discontinuing
or reducing the dose of immunosuppressive drugs | 10]. The
occurrence of nephrotic syndrome is often accompanicd by
the recurrence of chronic GvHD. Furthermore, in a recent
study, Beshensky et al. | 11] sugpested that kidney dysfunc-
tion in the context of less severe chronic GvHD may be unre-
lated to chronic GvHD and, potentially, is a consequence
of drug-related toxicities. As the development of CKD in
HECT recipients is often multifactorial, s kidney biopsy is
required to identify the underlying discase actiology and
pathology [ 12]. However, data on the kidney biopsics of
paticnits with proteinuria after HSCT are extremely limited.
Currently, no guidelines exist for the treatment of nephrotic
syndrome after HSCT, but systemic treatment with corti-
costeroids and CsA is most widely used. The decision 1o
imitiate immunosuppressive treatment should be based on the
paticnt’s risk factors, together with the severity of proteinuria
and kidney function | 13].

Early trials leading to ruxolitinib approval did not
report nephrotoxicity; however, a recent trial in patients
with steroid-refractory atypical GvHD reported that 18%
of participants expericnced clevated serum creatinine and
4% of paticnts experienced a severe adverse event due (o
acute kidney injury (AKI A Swdy of Ruxolitinib in Com-
bination With Corticosteroids for the Treatment of Steroid-
Refractory Acute Grafi-Versus-Host Disease (REACH-1)
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[Imternet]. 20016, hitpa:/fclinicaltrials. govict 2 fshow/resul
t=/NCTI2953678. Accessed June 2Tth, 2025). Strohbehn
et al. | 4] identified and reviewed all patients with a pre-
scription for ruxolitinib between 20012 and 2009 (N =414);
the most common indication for ruxelitinib was atypical
GvHD (47%). They found that moderate-to-severe AKI
occurred within 90 days of starting ruxolitinib in 30 (10%)
patients, 23 (83%) of whom were being treated for acute
GvHD. However, no biopsy was performed. Recently,
Ai et al. [15] reported a case of a person who developed
post-HSCT nephrotic syndrome and portal hypertensive
ascites. A kidney biopsy revealed membranous nephropa-
thy and renal thrombotic microangiopathy with glomerular
immune deposits, suggesting antibody-mediated kidney
injury. Treatment with ruxolitinib resulted in remission
of both nephrotic syndrome and ascites, suggesting a role
for cytokines in the pathogenesis. In our case, after the
initial success following ruxolitinib introduction, worsen-
ing kidney function and an increase in protcinuria were
observed. Thus, it appears that ruxolitinib was a kind of
“rescue’ therapy, albeit initisted oo late to improve paticnt
oulcome.

This case illustrates the importance of a timely kidney
biopsy as a guide for determining the extent of kidney
damage and aiding in the decision-making process regard-
ing therapy. As proleinuria increased despite nephropro-
tection, together with a rise in serum creatinine, a kidney
biopsy was proposed and performed and it became clear
that nephroprotection and preparation for kidney replace-
ment therapy remained the optimal strategics. In our case,
the kidney biopsy was performed too late, although at the
earliest possible time upon referral to our department. As
the person was young and in complele remission from hae-
matological disease, kidney transplantation was considered
and discussed. Therefore, the results of kidney biopsy are
of additional value in cases of graft glomerulopathy to dif-
ferentiate between recurrent and de novo changes. We would
also like to stress the importance of a multidisciplinary team
approach with the use of various therapeutic agents, includ-
ing ruxolitinib, to manage GvHD and nephrotic syndrome.
We have also included a proposed How chart with manage-
ment supgestions in post HSCT nephrotic syndrome (Fig. 3).
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7. Podsumowanie

Przedstawiony cykl publikacji stanowi kompleksowa ocen¢ wybranych biomarkerow
uszkodzenia nerek u pacjentow po allogenicznym przeszczepieniu krwiotworczych komorek
macierzystych. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze powiktania nefrologiczne pozostajg istotnym
problemem klinicznym w tej grupie chorych, a ich wczesna diagnostyka wymaga zastosowania
bardziej czutych narzedzi niz tradycyjnie stosowane wskazniki funkcji nerek, takie jak stezenie

kreatyniny czy warto$¢ szacowanego wspodtczynnika filtracji kiebuszkowe;.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze st¢zenia PENK, RBP4 oraz UMOD s3a
istotnie podwyzszone u pacjentow po allo-HSCT w poréwnaniu z osobami zdrowymi. PENK
1 RBP4 wykazywaty zalezno$¢ od parametréw funkcji nerek, co wskazuje na ich potencjalng
przydatnos¢ w identyfikacji wczesnych, czegsto subklinicznych etapéw uszkodzenia nerek.
Szczegolnie istotna wydaje si¢ rola PENK jako markera filtracji kiebuszkowej oraz RBP4 jako
wskaznika uszkodzenia cewek proksymalnych, zwtaszcza w populacji pacjentdw narazonych
na nefrotoksyczne dziatanie chemioterapii i leczenia immunosupresyjnego. W przeciwienstwie
do tych biomarkeréw, DKK3 nie wykazal zwigzku z parametrami funkcji nerek, co ogranicza

jego zastosowanie diagnostyczne w badanej populacji.

Przeprowadzone analizy potwierdzily réwniez wysoka czesto§¢ wspotwystepowania
przewlektej choroby nerek i niedokrwisto$ci u pacjentdow po transplantacjach. Wykazano
zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem niedokrwistosci a pogorszeniem funkcji nerek, co
podkresla znaczenie kompleksowej oceny nefrologicznej 1 hematologicznej tej grupy chorych.
Przedstawiony opis przypadku pacjentki z ogniskowym segmentalnym stwardnieniem
klebuszkéw nerkowych po allo-HSCT zwraca uwage na ztozono$¢ patogenezy nefropatii
potransplantacyjnych oraz podkresla kluczowa role biopsji nerki w procesie diagnostycznym,

prognostycznym i terapeutycznym.

Istotnym walorem przedstawionej rozprawy jest jej nowatorski charakter. Dotychczas
liczba badan oceniajacych nowe biomarkery uszkodzenia nerek w populacji pacjentdw po
allogenicznym przeszczepieniu krwiotwdrczych komorek macierzystych byla ograniczona,
a dostepne doniesienia obejmowaty najczgséciej niewielkie grupy chorych lub koncentrowaly
si¢ na pojedynczych markerach. W poréwnaniu z innymi populacjami transplantacyjnymi,
zwlaszcza biorcami przeszczepdéw narzadowych, pacjenci po allo-HSCT pozostaja grupa
stosunkowo stabo scharakteryzowang pod wzgledem zastosowania biomarkerow uszkodzenia

nerek. Przedstawiony cykl publikacji nalezy do pierwszych opracowan oceniajacych
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jednoczesnie PENK, RBP4, UMOD oraz DKK3 w tej szczegolnej grupie chorych, dostarczajac

nowych danych dotyczacych ich potencjalnej wartosci diagnostycznej i kliniczne;.

Nalezy jednak podkresli¢ ograniczenia przeprowadzonych badan. Analizy mialy charakter
jednoosrodkowy i zostaly przeprowadzone na stosunkowo niewielkiej grupie pacjentow, co
moze ogranicza¢ mozliwo$¢ uogolnienia uzyskanych wynikdw. Ponadto przekrojowy charakter
badan oraz brak dlugoterminowej obserwacji nie pozwalaja na pelng ocen¢ wartosci
prognostycznej analizowanych biomarkeréw oraz ich znaczenia dla odlegtych wynikow

leczenia.

Pomimo tych ograniczen uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie panelowej oceny
biomarkeréw obejmujacych rozne aspekty funkcji nerek — filtracj¢ ktgbuszkowa, uszkodzenie
cewek nerkowych oraz rezerwg czynnosciowg nefrondw — moze umozliwi¢ wczesniejsze
rozpoznawanie uszkodzenia nerek i skuteczniejszg identyfikacj¢ pacjentéw zagrozonych
rozwojem przewlektej choroby nerek po allo-HSCT. Wyniki pracy stanowia podstawe do
dalszych wieloosrodkowych badan nad wykorzystaniem biomarkerow molekularnych
w diagnostyce, monitorowaniu oraz personalizacji postepowania nefroprotekcyjnego

u pacjentéw po transplantacjach.

58



8. Whnioski

1.

Pacjenci po allogenicznym przeszczepieniu krwiotworczych komorek macierzystych
wykazuja cechy utrzymujacego si¢, czesto subklinicznego uszkodzenia nerek,
niewystarczajaco odzwierciedlanego przez tradycyjne wskazniki funkcji nerek, takie jak

stezenie kreatyniny i warto$¢ eGFR.

Proenkefalina A stanowi obiecujagcy biomarker filtracji ktebuszkowej, wykazujacy
istotny zwigzek z funkcja nerek i potencjalng przydatno$¢ w identyfikacji pacjentow

zagrozonych progresja przewleklej choroby nerek.

Biatko wiazace retinol 4 jest czulym markerem uszkodzenia cewek proksymalnych
imoze umozliwia¢ wykrywanie subklinicznych zaburzen czynno$ci nerek przed

wystapieniem zmian w klasycznych parametrach laboratoryjnych.

Uromodulina moze odzwierciedla¢ obecno$¢ zmian nerkowych po allo-HSCT, jednak jej

znaczenie diagnostyczne 1 prognostyczne wymaga dalszych badan.

Dickkopf-3 nie wykazal przydatno$ci w ocenie wczesnego uszkodzenia nerek w badane;j

populacji pacjentow po allo-HSCT.

Przewlekta choroba nerek 1 niedokrwisto$¢ czesto wspotistnieja u pacjentdow po
transplantacji krwiotworczych komodrek macierzystych, a obecnos$¢ niedokrwistosci

wiaze si¢ z gorszg funkcjg nerek.

Biopsja nerki pozostaje waznym narzedziem diagnostycznym w rdéznicowaniu 1 ocenie
zaawansowania nefropatii potransplantacyjnych oraz stanowi istotne uzupetnienie

diagnostyki opartej na biomarkerach.

Zastosowanie panelowej oceny biomarkerow uszkodzenia nerek moze przyczynic si¢ do
wczesniejszego rozpoznawania powiklan nefrologicznych po allo-HSCT oraz wspiera¢

indywidualizacj¢ postgpowania nefroprotekcyjnego.
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10. Opinia Komisji Bioetycznej

| WMEDICY | ‘
& U Komisja Bioetyczna

przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

Tel.: 022/ 57 -20-303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
Fax: 022/ 57 - 20 -165 02-091 Warszawa

e-mall: komisju.bloctyczna@wum.edu,pl
www. komisja-bloetyczna. wum.edu.pl

Warszawa, dnia 06 wrzesma 2021r.
AKBE/ /4 72021

Prof. dr hab. n .med. Jolanta Malyszko
Klinika i Katedra Nefrologii, Dializoterapii
i Chordb Wewngtrznych,

ul. Banacha 1A,02-097 Warszawa

OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, ze Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym w dniu 06 wrzesnia 2021 r. przyjeta do wiadomodci informacje na temat
badania pt.: Funkcja nerek po przeszczepieniu komoérek szpiku.”

Przedstawione badanie nie stanowi eksperymentu medycznego w rozumieniu art. 21 ust.
I ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. 0 zawodach lekarza i lekarza dentysty(Dz.U. z 2018 r.
poz. 617) i nie wymaga uzyskania opinii Komisji Bioetycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym, o ktérej mowa w art. 29 ust.] ww., ustawy,

FFEZ

med. Magdalena Kuzma -Kozakiewicz
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11. Oswiadczenia wspolautorow publikacji

Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n.med Jolanta Matyszko

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in
Patients After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation™ oswiadczam, iz moj wlasny
wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi nadzor merytoryczny nad badaniem i publikacja. M¢j udziat

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 20%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako $5% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa. analizg i interpretacje

danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej

/B AN T&p
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Ewa Karakulska-Prystupiuk

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,,One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in

Patients After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation” oswiadczam, iz moj whasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badai oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi nadzor merytoryczny nad badaniem i publikacja, pomoc w

rekrutacji grupy pacjentow. Mdj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%
Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowal
koncepcje pracy. przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa. analizg i interpretacjg
danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako c¢zg$¢ rozprawy doktorskiej

lek Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med i n.o zdr. Malgorzata K¢pska-Dzilinska

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,,One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in
Patients After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation” o$wiadczam, iz moj whasny
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi pomoc w rekrutacji i pobieraniu probek do badan laboratoryjnych,
wsparcie merytoryczne przy przygotowaniu publikacji M6j udzial procentowy w przygotowaniu

publikacji okreslam jako 10%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analize¢ i interpretacje
danych oraz krytyczng analize zgromadzonych wynikow

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg$é rozprawy doktorskiej lek

Aleksandry Kaszynskiej

Orn. med M wl‘A' Kepska-Dzilinska
Specjalista chbrbb wewngtrznych
Specjalista nefrologii
2702412
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Inga Drozak

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in
Patients After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation™ o$wiadczam, iz moj wiasny
wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi pomoc w przygotowaniu i opracowaniu danych. Mgj udzial

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowal
koncepeje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa. analizg i interpretacje
danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej

vaég Sl .
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Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n. med Grzegorz Basak

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,,One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in
Patients After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation™ o$wiadczam, iz méj wiasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi nadzér merytoryczny nad badaniem i publikacja. M¢j udzial

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 35% obejmowal
koncepcje pracy. przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analizg i interpretacje
danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Agnieszka Tomaszewska

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in
Patients After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation” o$wiadczam, iz mo6j whasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi nadzor merytoryczny nad badaniem i publikacja. M¢j udziat

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowat
koncepcje pracy. przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa, analiz¢ i interpretacj¢

danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej lek
Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n. med Zoérawski Marcin

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. ,,One Novel Urinary Biomarkers of Acute Kidney Injury in Patients
After Allogeneic Hematopoetic Stem Cell Transplantation” oswiadczam, iz méj whasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w
formie publikacji stanowi pomoc w oznaczeniu badan laboratoryjnych oraz nadzér merytoryczny nad
badaniem i publikacja. M6j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%
Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowal
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analiz¢ i interpretacj¢ danych
oraz krytyczng analize zgromadzonych wynikow
Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej lek

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n.med Jolanta Matyszko

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin,
but Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell Transplantation”
oswiadczam, iz moj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzor merytoryczny nad badaniem i

publikacjg. Mdj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 20%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa, analizg i interpretacje

danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikéw

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

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Ewa Karakulska-Prystupiuk

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,,,Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and
Uromodulin, but Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell
Transplantation”  o$wiadczam, iz moj wiasny wklad merytoryczny w  przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzoér
merytoryczny nad badaniem i publikacjg, pomoc w rekrutacji grupy pacjentow. Moj udziat

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowal
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analize i interpretacje
danych oraz krytyczna analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

lek Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med i n.o zdr. Matgorzata Ke¢pska-Dzilinska

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin,
but Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell Transplantation”
o$wiadczam, iz moj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi pomoc w rekrutacji i pobieraniu probek
do badan laboratoryjnych, wsparcie merytoryczne przy przygotowaniu publikacji M6j udziat

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowal
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analiz¢ i interpretacje

danych oraz krytyczna analize zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej

Drn. med "L/ Kepska-Dzilifiska

Specjalista chifob wewnetrznych
Spec;a}is:a nefrologii
2702412
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Jakubowska Zuzanna

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor pracy pt. ,Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin,
but Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell Transplantation”
o$wiadczam, iz m¢oj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi pomoc w przygotowaniu i opracowaniu

danych. M¢j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 2%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa. analize i interpretacje

danych oraz krytyczng analizg zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej
»QA Lo B&O«J»w&p\
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Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n.med Grzegorz Basak

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor pracy pt. ,Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin,
but Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell Transplantation”
oswiadczam, iz moj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzér merytoryczny nad badaniem i

publikacja. M¢j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowal
koncepcje pracy. przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analiz¢ i interpretacje
danych oraz krytyczna analize zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Agnieszka Tomaszewska

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin,
but Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell Transplantation”
o$wiadczam, iz mdj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzor merytoryczny nad badaniem i

publikacja. Mdj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okre$lam jako 55% obejmowal
koncepeje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa. analize¢ i interpretacje
danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Zoérawski Marcin

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Markers of Kidney Injury: Proenkephalin A and Uromodulin, but
Not Dickkopf-3, Are Elevated in Patients After Hematopoietic Stem Cell Transplantation”
o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi pomoc w oznaczeniu badan
laboratoryjnych oraz nadzér merytoryczny nad badaniem i publikacja. Mdj udzial procentowy w
przygotowaniu publikacji okreslam jako 1%
Wkiad lek Aleksandry Kaszynskicj w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analize i interpretacje danych
oraz krytyczna analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

’ W“O%m“&&

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n.med Jolanta Matyszko

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients” o$wiadczam, iz moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzor
merytoryczny nad badaniem i publikacjg. Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji

okreslam jako 20%

Wkiad lek Aleksandry Kaszyfskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowat
koncepeje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analizg i interpretacje

danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

lek Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Ewa Karakulska-Prystupiuk

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients” o$§wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzor
merytoryczny nad badaniem i publikacja, pomoc w rekrutacji grupy pacjentow. Mo udziat

procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 12%

Wklad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 60% obejmowal
koncepcje pracy. przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa. analiz¢ i interpretacjg
danych oraz krytyczng analize zgromadzonych wynikow

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

lek Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med i n.o zdr. Malgorzata K¢pska-Dzilinska

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients” o§wiadczam, iz moj wlasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi pomoc
w rekrutacji i pobieraniu probek do badan laboratoryjnych, wsparcie merytoryczne przy

przygotowaniu publikacji M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 3%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 60% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa. analizg i interpretacjg

danych oraz krytyczng analizg¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej

Drn. med, Malgojz#ta K Dailir ska
Specjalista chBfdb wewnetiznych
Specialista nefrologii
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr hab. n..med Ewa Wojtaszek

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients” oswiadczam, iz moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi pomoc
nadzoér merytoryczny nad badaniem i publikacja. Mdj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji

okreslam jako 2%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 60% obejmowat
koncepeje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa. analizg i interpretacjg

danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n.med Grzegorz Basak

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients” o$wiadczam, iz mdj whasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzor
merytoryczny nad badaniem i publikacja. M¢j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji

okreslam jako 1%

Wkilad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowal
koncepcje pracy. przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa, analize i interpretacje
danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n.med Zbigniew Gatazka

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients” oswiadczam, iz moj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzor
merytoryczny nad badaniem i publikacja. Mdj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji

okreslam jako 1%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa, analiz¢ i interpretacig

danych oraz krytyczng analize zgromadzonych wynikow
Y &

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

Aleksandry Kaszynskiej

= C s

85



Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n.med Stawomir Nazarewski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Anemia in Patients After Stem Cell Transplantation and in
Kidney Transplant Recipients™ o§wiadczam, iz moj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzor
merytoryczny nad badaniem i publikacja. M¢j udzial procentowy w przygotowaniu publikacji

okreslam jako 1%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 60% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa. analiz¢ i interpretacjg

danych oraz krytyczng analiz¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n.med Jolanta Matyszko

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Kidney failure in the course of focal segmental
glomerulonephritis in a patient after alloHSCT - a case study and review of the literature™
o$wiadezam, iz moj wlasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzér merytoryczny nad publikacja.

Moéj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 20%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 55% obejmowat

koncepcje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako c¢zg$¢ rozprawy doktorskiej lek

Aleksandry Kaszynskicj

gw%

87



Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med Ewa Karakulska-Prystupiuk

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Kidney failure in the course of focal segmental
glomerulonephritis in a patient after alloHSCT - a case study and review of the literature™
o$wiadczam, iz moj whasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi nadzér merytoryczny nad publikacja,
pomoc w rekrutacji grupy pacjentéw. Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam
jako 15%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 60% obejmowat

koncepcje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej

lek Aleksandry Kaszynskiej
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Warszawa 07.05.2026r.

Dr n.med i n.o zdr. Malgorzata K¢pska-Dzilinska

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Kidney failure in the course of focal segmental
glomerulonephritis in a patient after alloHSCT - a case study and review of the literature”
oswiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie
badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi wsparcie merytoryczne przy

przygotowaniu publikacji. M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 3%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 60% obejmowat
koncepcje pracy, przygotowanie publikacji. przeglad pismiennictwa, analizg i interpretacje

danych oraz krytyczng analizg¢ zgromadzonych wynikow

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

Aleksandry Kaszynskiej

Drn. med. M 1')?’:'}' j Kepska-Dzilinska
Specjalista ch?‘b wewngtrznych

Specjalista nefrologii
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Warszawa 07.05.2026r.

Prof dr hab. n. med Agnieszka Perkowska-Ptasifiska

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Kidney failure in the course of focal segmental glomerulonephritis
in a patient after alloHSCT - a case study and review of the literature” o$wiadczam, iz moj wasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi pomoc w uzyskaniu obrazéw histopatologicznych do publikacji
oraz nadzér merytoryczny nad publikacjg. Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji
okreslam jako 2%

Wkiad lek Aleksandry Kaszynskiej w powstawanie publikacji okreslam jako 60% obejmowat
koncepeje pracy, przygotowanie publikacji, przeglad pismiennictwa
Jednoczesnic wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czgé¢ rozprawy doktorskiej lek

Aleksandry Kaszynskiej
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