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A vesetunkci6 biokémiai tesztjei

I. Glomerularis funkcié teszjei

Glomerularis filtracio tesztjei
- Clearance vizsgalatok
- Plazma kreatinin (kis tub. szekrecio)
- Plazma urea (kis passziv tub reabs)
- eGFR
- Alacsony molsulyu feheérjék (f2-mikroglobulin, cisztatin C) plazma szintjének a
meghatarozasa cisztatin vizeletben tubularis karosodas jele.
Glomerularis integritas tesztjei
- Proteinuria (tub reabs kar, postglom ok)
— red cell casts

II. A tubularis funkcio tesztjei

— A vese koncentrdl6 képességéneg tesztelése (vizmegvonas utan a fajstilydnak és ozmolalitasanak
mérése.)

— A renalis tubularis acidosis tesztjei (frakcionalt bikarbonat exkrécié, ammonium klorid terheléses
teszt)

— Aminoaciduria (aminosavak mérése a vizeletb6l HPLC-vel)

— Vizelet és plazma gliik6z mérése (renalis glucosuria)

III. Az endokrin funkci6 tesztjei
— Renin, erythropoetin, calcitriol



Mi a baj a régi biomarkerekkel?

Akut veseromlés diagnosztizalasara nem jok
mert funkcionalis valtozast jeleznek, nem
struktaralis sériilés markerek, igy lassuak

e kreatinin; akut vesekarosodasban avesefunkci6 50%
elvesztéséig nem emelkedik (Mori and Nakao, 2007)

* nem jol képezi le a vesefunkcio romlasat amig az zajlik,

csak a steady state allapotban, ami néhany nap (Bellomo
R at all 2004)



Miért az akut veseelégtelenség?

* Hospitalizalt betegek kdzt prevalenciaja 5%

* 1970-2004 a betegség motalitasi rataja valtozatlan:
50%, a veseatultetés és dializis lehetbségeinek
tokéletesedése ellenére (Ympa et al 2005)

 Mely betegcsoportokban a leggyakoribb?
— ICU betegek: 30-50% (sepsis, hypovolaemia)

— 40% feln6tt szivsebészeti betegeknek (1-5% dializis
kozottik 80% mortalitas)

— 10% gyermekszivsebészeti betegek
— Veseatlltetés
— Toxikus hatasok



Mit varunk az Gjaktol?

* Akut vesekarosodast “real time” jelezzék

« Varhato lefolyas, sulyossag, kimenetel
vonatkozasaban legyen prediktiv

* A beavatkozasok monitorozhatdsagat

* Az etiolO6gia azonositasat (pre, renal, post)

* Non-invaziv, jo analitikai és diagnosztikai
teljesit6képességet

AMI UTAT NYITHAT UJ, A BETEGSEG
PROGRESSZIOJAT MEGALLITO TH-K ELOTT
(igéretes allatkisérletek: Nguyen, Devarajan, 2008)



Az akut veseelégtelenség
lehetséges biomarkerei

Table 1. Characteristics of AKI biomarkers.

Plasma/urine 2-6 ELISA CS5, CN, KT, 5E Both

KIM-1 Urine 6 ELISA CS, CN, KT, SE Both

IL-18 Urine 4-6 ELISA ATN, CN, CRD, CS, PA, KT, Both
UTI

NAG Urine 6 Colorimetric assay CS, CRD, DI KT Both

Netrin-1 Urine 2 ELISA CN, C5, DI, KT, IS, SE Adults

MCP-1 Urine 4 ELISA CRD, 15 Adults

Abbreviations: ATN, acute tubular necrosis; CN, contrast nephropathy; CRD, chronic renal disease; CS, cardiac surgery; ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay; KT, kidney transplantation; PA, prerenal azotemia; SE, sepsis; UTI, urinary tract infection; IS, ischemic AKT;
DI, drug-induced AKI

Urbschat A at all, 2011



Neutrophil gelatinase-associated
lipocalin (NGAL)
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Isolation and Primary Structure of NGAL, a Novel Protein Associated
with Human Neutrophil Gelatinase*
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25 kD fehérje izolalasa

els6dleges aminosav strukturajanak (178)
meghatarozasa

Metalloproteinase csaladba tartozé enzim
a IV-es tipusu kollagenaz (gelatinaz) redukalo és
nem redukalé SDS-PAGE analizisekor

Lipocalin csalad uj fehérjéje, funkcidja ismeretlen
-lehet gelatinase funkciomodulatora

-mivel neutrofilekbdl exocytosissal tril lehet mas
-kis lipofil anyagokat kothet

Mr (10%)
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Fii. 6. Western blotting of purified p25 with anti-p25-an-
tibodies. Blotting was performed as described under “Experimental
Procedures.” Primary antibodies were anti-p25 antibody diluted 2000-
fold (lane 1-3) or preimmune rabbit IgG (diluted to equal amounts
of 1gG). Lane 1, purified monomeric p25 (0.5 ug); lane 2, purified
dimeric p25 (1 ug, reducing conditions); lane 3, purified dimeric p25
(1 pg, nonreducing conditions); lane 4, purified monomeric p25 (0.5
ug) probed with preimmune IgG.




Mi az NGAL lehetséges szerepe?

NGAL kis cc-ben expresszalodik: vese, trachea, tudd, gyomor,
vastagbél

Expressziojat indukalja: epithel sérilés

— Se-Bakterialis infekcio

— Kopet: Asthma, chr obstruktiv tid6betegseég

— Bronchus foly: emphysema

NGAL a post-ischaemias vesében=2a sérilt proximalis tubulusok

proliferalo epithelialis sejtjeiben expresszalodik (Mishra J 2003)

— NGAL az epithelialis morphogenesis regulatora vese tubulus
sejttenyészetben (Gwira JA 2005)

— Vas-transzportalé fehérje nephrogenesisben (Yang J 2002)

— Exogén NGAL egerek az ischaemias vesekarosodasakor a
tubulussejtek regeneralodasa, tulélése iranyaba valtoztatott
(Mishra J 2004)



NGAL mint az akut veseelégtelenség
markerének 6tlete

» Allatmodellben vese ischamiat kévetéen
indukalodo gének genomszinti keresése

* Hipotézis: ezek tehérjeterméke lehet az
akut veseelégtelenség 1j korai biomarkere

* NGAL a legfelttin6bben
overexpresszalodo fehérjetermék volt az
“up regulalt” LCN2 gén terméke.

* NGAL az allatok (egér, patkany)
vizeletében j6l azonosithato volt

Supavekin S. Kidney Int 2003, Mishra J.JAmSoc Nephrol 2003, Devarajan P. Mol Genet Metab 2003



Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) as a
biomarker for acute renal injury after cardiac surgery

Jaya Mishra®, Catherine Dent*, Ridwan Tarabishi*, Mark M Mitsnefes, Qing Ma, Caitlin Kefly, Stacey M Ruff, Kamyar Zahedi, Mingyuan Shao, Larcet 2005; 365: 1231-38
Judy Bean, Kiyoshi Mori, Jonathan Barasch, Prasad Devarajan See Comment page 1205

* 71 gyermek cardipulmonalis bypass

Cardiopulmonaris bypass-t koveto vizelet NGAL mitétet koveto sorozatmintainak NGAL

valtozasok és az AVE - Western blotting vizsgalata
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NGAL teszt klinikailag hasznalhat¢ els6 verzioi -
vizelet és serum sandwich Mc ELISA - és
diagnosztikai hatékonysaguk
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Hazi ELISA teszt méréstartomanya:
(1-1000 pg/L)
Intra- és interassay CV: <5%

Sensitivity  Specificty

Cutoffs for 2-h unme NGAL
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B0 /L 090 1-00
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Cutoffs For 4-h urine NGAL
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ORIGINAL INVESTIGATIONS Am J Kidney Diseases, 2009
Pathogenesis and Treatment of Kidney Disease

Accuracy of Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) in
Diagnosis and Prognosis in Acute Kidney Injury: A Systematic Review

and Meta-analysis

Michael Haase, MD," Rinaldo Bellomo, MD,? Prasad Devarajan, MD,? Peter Schiattmann, MD, MSc,?
and Anja Haase-Fielitz, PharmD,” and the NGAL Meta-analysis Investigator Group

e 19 tanulmany meta-analizise: 2538 beteg, melybdl 487 (19.2%) AVE

* NGAL Diagnosztikus és prognosztikus pontossaganak
megitélésére AVE-ben
* Klinikai helyzetek

1. szivsebészet, perkutan koronarografia (kontrasztanyag)
2. ICU,ED

 Gyermek és feln6tt populacidk

e AVE: kreatinin kritériumokon alapuldan

* AVE kialakulas, RRT, korhazi mortalitas




NGAL az AVE diagnosztikajanak hasznos korai markere

* Vizeletben, szérumban mérve azonos a diagnosztikus pontossag
* AVE cut-off: 150 ng/mL
* Prediktivitasa gyermekeknél jobb mint feln6tteknél

Table 3. Paired Sensitivity and Specificity of Individual Studies for NGAL to Predict AKI

Mo, of Patients

NGAL Cutoff Sensitivity (%; 95% Specificity (%; 95%
Reference TP FP Fi ™ {ng/mL) confidence interval) confidence interval)
Mishra et al, 2005 (p)'® 14 3 B 48 =25 70.0 (45.7-87.2) 94.1 (B2.8-98.5)
Mishra et al, 2005 (u) i 20 1 0 50 =50 100.0 (80.0-100.0) 98.0 (88.2-99.9)
Wagener et al, 2006 11 23 5 42 =400 68.8 (41.5-87.9) 64.6 (51.7-75.8)
Dent et al, 2007%° 38 5 T 73 =150 84.4 (69.9-93.0) 93.6 (85.0-97.6)
Zappitelli et al, 20078 12 7 4 16 =10 75.0 (47.4-91.7) 69.6 (47.0-85.9)
Hirsch et al, 2007 {;:1}23 B 1 3 79 =100 72.7 (39.3-82.7) 98.8 (92.3-99.9)
Hirsch et al, 2007 (u)® 8 0 3 80 =100 72.7 (39.3-82.7) 100.0 (94.3-100.0)
Wagener et al, 20082 44 172 24 186 =450 64.7 (52.1-75.6) 52.0 (46.7-57.2)
Bennett et al, 2008'% 78 8 21 89 =150 78.8 (69.2-86.1) 891.8 (B3.9-96.1)
Ling et al, 2008=" 10 B 3 192 — 76.9 (46.0-93.8) 70.4 (49.7-85.5)
Koyner et al, 2008 (p)* 8 13 10 41 =280 44 .4 (22.4-68.7) 75.9 (62.1-86.1)
Koyner et al, 2008 (u}” 12 18 B 35 =550 B66.7 (41.2-B5.6) 64.8 (50.6-77.0)
Mickolas et al, 2008"* 20 16 3 802 =80 87.0 (65.3-96.6) 96.9 (94.9-98.2)
Lima et al, 2008=7 5 12 1 34 —_ 83.3(36.5-99.1) 73.9 (58.6-85.3)
Wheeler et al, 2008'® 19 74 3 47 =140 B6.4 (64.0-96.4) 38.8 (30.3-48.2)
Xin et al, 2008=® 2 8 1 22 =250 66.7 (12.5-98.2) 73.3 (53.8-837.0)
Cruz et al, 2009 47 45 17 191 =150 73.4 (60.7-83.3) B0.6 (74.9-85.3)
Makris et al, 2009 (ElN}“ g 6 1 44 =60 90.0 (54.1-99.5) 88.0 (75.0-95.0)
Makris et al, 2003 (ICU) L B 7 1 17 =190 B5.7 (42.0-99.3) 70.8 (48.8-86.6)
Constantin et al, 2009 43 1 g 35 =155 82.7 (69.2-91.3) §7.2 (83.8-99.9)
Tuladhar et al, 2009 I:|:J-}24 7 13 2 28 =420 77.8(40.2-96.1) 68.3 (51.8-81.4)
Tuladhar et al, 2009 (u)=* B 9 1 32 =380 B88.9 (50.7-99.4) 78.1 (62.0-88.9)
Haase-Fielitz et al, 2009°7 18 17 5 60 =180 78.3(55.8-91.7) 77.9 (66.8-86.3)

Abbreviations: AKl, acute kidney injury; CIM, contrast-induced nephropathy; FN, false negative; FP, false positive; ICU,
intensive care unit; NGAL, neutrophil gelatinase-associated lipocalin; p, plasma; TP, true positive; TN, true negative; u, urine.




NGAL prognosztikus: dializis kezdet és mortalitas

RRT

incidence: 4.3%, AUC-ROC RRT inditashoz 0.782, cut-off: 278 ng/mL (141-
381

Korhazi mortalitas
5.4%, AUC-ROC mortalitds 0.706, cut-off: 212 ng/mL(121-506)

Table 4. Paired Sensitivity and Specificity of Individual Studies for NGAL to Predict RRT Initiation or
In-Hospital Mortality

No. of Patients
NGAL Cutoff Sensilivity (%; 95% Specificity (%; 95%
TP FP FN T {ng/mL) confidence interval) confidence interval)
MGAL to predict RRT
Wagener et al, 2006 4 45 1 3 =470 BO.0 (29.8-99.0) 40.8 (28.8-52.7)
Wagener et al, 200828 5 150 3 268 =680 62.5 (25.9-89.8) 64.1 (58.3-68.7)
Bennett et al, 2008'% 3 16 1 177 =150 75.0 (21.8-898.7) 82.2 (87.2-95.4)
Koyner et al, 2008 {[::a}E2 5 28 2 37 =480 71.4 (30.3-94.9) 56.9 (44.1-68.9)
Koyner et al, 2008 (u)** 4 9 3 b6 =870 57.1 (20.3-88.2) B6.2 (74.8-93.1)
Nickolas et al, 2008 8 16 4 513 =80 66.7 (35.4-88.7) 97.0 (95.0-98.2)
Wheeler et al, 2008"® 18 74 3 47 =140 86.4 (64.0-96.4) 38.8 (30.2-48.2)
Cruz et al, 2009 13 99 2 187 =150 B6.7 (58.4-397.7) 65.4 (59.5-70.8)
Constantin et al, 20097 s 23 1 58 =300 B5.7 (42.0-99.3) 71.6 (60.3-80.8)
Haase-Fielitz et al, 2009' 3 0 1 96 =340 75.0 (21.8-98.7) 100.0 (95.2-100.0)
MGAL to predict mortality
Wagener et al, 2006 1 5 46 1 29 =470 83.3 (36.5-99.1) 3B.7 (27.9-50.8)
Wagener et al, 200828 13 234 3 176 =190 81.3 (63.7-95.0) 42.9 (38.1-47.9)
Bennett et al, 2008'% 3 12 0 181 =150 100.0 (30.9-100.0) 93.8 (85.1-96.6)
Koyner et al, 2008 {p]lzz 3 34 1 34 =480 75.0 (21.8-98.7) 50.0 (37.7-62.3)
Koyner et al, 2008 |{u:l22 3 0 1 68 =870 75.0 {21.8-98.7) 100.0 (93.3-100.0)
Nickolas et al, 2008 3 16 4 518 =80 42.9 (11.8-79.8) 97.0 (95.1-98.2)
Cruz et al, 200927 31 81 21 168 =150 58.6 (45.1-72.7) 67.5 (61.2-73.2)

Abbreviations: FN, false negative; FP, false positive; NGAL, neutrophil gelatinase-associated lipocalin; p, plasma; TP, true
positive; TN, true negative; RRT, renal replacement therapy; u, urine.



Amirol nem esett szo

e Baseline NGAL értékek

* NGAL biologiai variabilitasa

— Delanaye et al.2011 Reggeli els6 vizelet 20 személy 10
nap:NGAL 84%, NGAL/kreat 81%

— Grenier et al. 2010 13 személy 2-3/nap 3-5 nap

— Between samples CV nem a between days or between
individuals, CV anal <0.5% (CMIA)

 Mas pathologias vagy komorbid kondiciok
— Neoplasia
— Anaemia
— Cardiovascularis betegség
— Chr vesebetegség



NGAL kronikus vesebetegségekben

e Kronikusan sérilt tubulussejt nagy mennyiségl NGAL-t termel. Ez a
sérult tubulussejtek aktiv kronikus stressz altal indukalt protein

termelése, nem a reabsorpcio zavara.

e “Forest fire” elmélet

(a) (b)

* Kronikus vesebetegségben
— Kreatinin és GFR a funkcionalis és elpusztult nephronok aranyat

jelzi
— NGAL real-time indikatora a betegség aktivitasanak

Mori et al. (2007 vol71, 967-970 Kidney Intern)



The Outcome of Neutrophil Gelatinase-Associated
Lipocalin-Positive Subclinical Acute Kidney Injury

A Multicenter Pooled Analysis of Prospective Studies

Haase et al.
(J Am Coll Cardiol
2011;57:1752-61)

* SCREA(-)/sCREA(+)

Vajon azok a betegek akiknél a se kreatininben nincs diagnosztikus
valtozas de az NGAL emelkedett =subklinikai AVE = rosszabb prognozis?

e 2,322 kritikusan beteg els6dlegesen cardiorenalis szindroma 10 prospektiv study
* NGAL(-) /NGAL(+) study specifikus NGAL AVE elGrejelz6 cutoff szerint

1B 8 Basellne Characterlstlcs of Patlents

NGAL(—)/sCREA(—) NGAL(+)/SCREA(-) NGAL(—)/sCREA(+) NGAL(+)/sCREA( +) p Value
n 1,296 (55.8%) D 445(19.2%) ! 107 (4.6%) 474 (20.4%) —
Age, yrs 47.2 (45-616) 535 (3.6-60.7) 59.0 (4.4-67.3) 50.4 (3.6-66.8) 0.89
Female 475 (36.7%) 181 (40.7%) 42(39.3%) 210 (44.3%) 0.028
Chronic kidney disease* 143 (11.0%) 47 (10.6%) 16 (15.0%) B1(17.1%) 0.030
Diabetes mellitus 113 (8.7%) 78 (17.5%) 28 (26.2%) 29 (6.1%) <0.001
Congestive heart failure 67 (5.2%) 51 (11.5%) 10 (9.4%) 14 (3.0%) <0.001
Peak NGAL, ng/ml 59 (20-97) 213 (117-1,124) 69 (21-118) 354 (208-1,888) <0.001

n = 2,322, Values glven as n (%) or median (25th to 75th percentiles). *As defined by estimated glomerular filtration rate <&0 mi/min,/1.73 m? with the modification of diet In renal disaase study formula

(24,25),
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Haase et aI. (J Am CO” Ca rd|0| 2011,57.1752—61) ICU and in-hospital. Abbreviations as in Figures 1 and 2.




NGAL és BPAR (biopsy-proven acute rejection)

Urine NGAL veseatultetést kovetben:

30 ng/mL cutoff: AVE

100 ng/mL cutoff: akut kilokb6dés vs mas okbdl valo vesefunkcid romlas
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NGAL meghatarozas lehetdségei

Vannak kersekedelmi forgalomban tesztek

POCT kit plasma NGAL (Triage NGAL device, Biosite, USA)

Chemiluminescent immunoparticular assay for urine
NGAL (Architect, Abbott, USA)

Particle-enhanced turbidimetric immunoassay for urine
and plasma (BioPorto, Denmark)

Ngal Elisa (HO6lzel Diagnostika, Germany)

Standardizacio még nincs

Preanal, CV,,,, kildnb6z6 molekulaformak jelentGsege,



Az akut veseelégtelenség
lehetséges biomarkerei

Table 1. Characteristics of AKI biomarkers.

Abbreviations: HIT'I, acute tubular necrosis; CN, contrast nephropathy; CRD, chronic renal disease; U5, cardiac surgery; ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay; KT, kidney transplantation; PA, prerenal azotemia; SE, sepsis; UTI, urinary tract infection; IS, ischemic AKT;

Emerging biomarker Measured in Time to elevation (h)  Method of detection Tested in scenario of AKI  Adults/children E
NGAL Plasma/urine 2-6 ELISA C5, CN, KT, SE Both :
KIM-1 Urine 6 ELISA C5, CN, KT, SE Both |
IL-18 Urine 4-6 ELISA ATN, CN, CRD, C5, PA, KT, Both E

UTI !
NAG Urine 6 Colorimetric assay CS, CRD, DI KT Both E
Netrin-1 Urine 2 ELISA CN, C5, DI, KT, IS, SE Adults |
MCP-1 Urine 4 ELISA CRD, IS Adults E

DI, drug-induced AKI

Urbschat A at all, 2011




Human Kidney Injury Molecule-1 (KIM-
1)

Typel transzmembran glikoprotein
Normal vesében, vizeletben nem detektalhato

Proximalis tubulus epitelialis sejtek nagyban termelik
és apikalisan lokalizaljak. Sejtgyogyulasig ott marad.
— Ischemias és toxikus vesekarosodasban

— 24-48h

KIM-1 vizeletben: akut tubularis necrosis

KIM-1 szint 6sszefliggést mutatott a mortalitas,
dializis igény
Ex vivo hdstabil




Interleukin 18

Proinflammatorikus cytokin

Folyamatosan expresszalt a distalis kanyarulatos
csatorna, gyujtocsatorna interkalaris sejtjeiben.
Itt vannak az exocitozisahoz es aktivaldédashoz
szukséges komponensek is.

AVE és acut tubularis necrosisban vizeletben
megemelkedik, .

Bar AVE biomarker jeldlt, proinflamatorikus
szerepe, gyulladasos kérképekben valo
emelkedése limitalja szenzitivitasat, specificitasat



N-acetil-B-glukozaminidaz (NAG)

* Lizoszomalis enzim, proximalis tubulusokban

* Vizelet NAG emelkedés tubularis karosodast jelez
— Toxikus
— Szivmutét

— Vesetranszplantacio

 DE, emelkedik vizelettel valo kivalasztasa,
— Fokozott lizoszomalis aktivitasban sejtsérulés nélkul
— Glomerularis megbetegedés, diabeteses nephropathia



Legujabb biomarker jeloltek

Netrin-1

* Tubularis epitelialis sejtek nem
vagy igen kissé termelik

« Allatkisérletekben cardiopulm
bypass utan 2 éraval
vizeletben, peak 6h, 48h
magas

* AVE sulyossagaval és
idétartamaval korrelal

e ELISA: human AVE sok
formajaban kivald biomarker

— Ischaemic

— Radiokontraszt indukalt
— Sepsis

— GQyogyszer indukalt

Monocyta kemotaktikus peptid-1
(MCP-1)

* Vesesejtek termelte potens

chemokine

e acutischaemias, toxikus

AVEA

 MCP-1 mRNS vs NGAL

— Intrarenadlis sérilésekben MCP
jobban emelkedik

— Pre és postrenalis sérulésekben
azonosan

— Chr veselaesio nem aktivalja




Konkllzio

A klinikum igénye:
e szenzitiv korai AVE biomerkerek implementalasa
e Ujterapias lehet6ségek az AVE korai szakban vald visszaforditasara

Az uj biomerkerek a klinikai alkalmazhatésaghoz még jol tervezett és
alkalmazhatdsagot alatamaszto klinikai vizsgalatokat igényelnek.

NGAL
* Standardizacié még nincs (Preanal, CV;, killénb6z6 molekulaformak
jelentGsége)
* NGAL viselkedése nem AVE esetén (fiz és pathol helyzetek) vizsgalanddk
— Krdnikus vesebetegségben:

— Kreatinin és GFR a funkcionalis és elpusztult nephronok aranyat jelzi/ NGAL real-
time indikatora a betegség aktivitasanak

* NGAL az AVE diagnosztikajanak hasznos korai markere
* NGAL prognosztikus: dializis kezdet és mortalitas

e Serum kreatinin diagnosztikus valtozasainak hianyaban az emelkedett NGAL érték
=“subklinikai” AVE = nagyobb riziko a szov6dmeényes kimenetelre.

e Vesetranszplantaltak: NGAL prognosztikus akut kilok6dés vs mas okbol vald
vesefunkcio romlas



